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Le but de la manipulation est de réaliser une solution tampon de pH exacte-
ment connu : un tampon phosphate a 0,1 mol.dm™3, pH = 7.

¥ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

* force d'un acide ;

* pH équivalent ;

» constante d'acidite K, et pK, ;

* pouvoir tampon ;

* force ionique ;

+ concentration molaire - activité d'un lon.

1. PRINCIPE

1.1. pH d'une solution aqueuse

Par définition le pH d'une solution agueuse est le cologarithme décimal de "activité de la
solution en ions hydrogéne ou en ions hydronium. 1l s'exprime en unités de pH. Pour des
concentrations faibles {EH3D+ < 0,01 mol.dm™3) ; (H40%) = [H,0%]

pH = colog (H,07) = - log[H 0%} et (H,0%) = 1079

1.2. Solution tampon, pouvoir tampon

Une solution tampon est une solution dont le pH varie trés peu :
- lors d"addition d'ions OH™ ou d'ions H 0" dans certaines limites de concentrations ;
- lors d'une dilution de la solution tampon.

Four un couple acide-base donné, |a solution tampon |a plus efficace est obtenue par le
mélange équimoléculaire de I'acide faible et de sa base conjuguée ;

s0oit : [acide] = [base] ;

¢'est-a-dire pour pH = pK, (K, constante d'acidité du couple acide - base considéré),



1.3. Solution tampon phosphate pH = 7

L'acide phosphorique H PO, est un triacide dont les acidités correspondent aux égui-
libres acido-basiques suivants :

HiPO, + H,0 =——® H,PO; + H,0F pK,, = 2,15
H,PO; + H,0 =——— HPOZ - + H,0* pH,, = 7,20
HPOZ ~ + H,0 =F————®= POj~ + H,0" pHyq = 12,38

les pK, respectifs (pK,,. pK,.. pK,.) étant mesurés & 25 °C et sur des solutions diluées
(C < 0,01 mol.dm ~3).

A pH =7, les formes ioniques présentes sont ;
HF'EIE - {ion monohydrogénophosphate) ;
H-FPO . {ion dihydrogénophosphate).

FPour préparer une solution tampon de pH = 7, on utilise donc un mélange de ces deux
formes ioniques.

Au voisinage de pH = 7, c'est la constante d'acidité K, du couple H-PO S ,fl-I-F'GE' qui est
impliguée. Mais pour une concentration en phosphate voising de 0,1 mol.dm = 2, il
importe de tenir compte des activités des différents ions,

.

{HRG, )

Ainsi : pH = pK,, + log ——

(H, PO,

La concentration C des ions est reliée a 'activité a par la relation :
a=y-C

ol y est e coefficient d activité.

Dol en remplagant a par y - C dans 'expression du pH, on obtient

11 [HPOZ ]
Ya[HPO4]

pH = pk s + log

ce gui peut encore s'écrire ;

7

1 [HFO, ]

pH = PKyp + log | — |+ log ———
T [H.PO,]

Dans les conditions de concentration et de température précisées plus haut :

.
log | — |= - 0,35
¥a



et on en déduit que : |JIFE,.L.2 = pHﬂz -0,35=720-0,35=6.85

2=
d'ol: pH = pKy, + Ingm

[HPO4]

[HPO, ]
soit : pH = 6,85 + log

[HPO,]

La préparation d'une solution tampon phosphate a 0,1 mol.dm 3, pH = 7 consiste alors
& introduire les deux lons HPO3 -~ et H,PO; en proportions convenables & partir de solu-
tions méres de concentrations connues.

Les proportions entre les deux formes ioniques se déduisent des deux égquations suiv-
antes .

~d'une part : [HPO, | + [H,PO,] = 0,1 mol.dm ° (1)
[HF‘Di_]
— d'autre part : log — =7 -685=10,15
[H,PO,]
a2
[HPO ]
soit ; _.___L = 1,41 (2)
[H.PO,)

Ce qui permet d'obtenir :
[HPO>"] = 0,0585 mal.dm

[H,PO;] = 0,0415 mol.dm ~

Il faut donc introduire 00,0585 mole d'ions HF‘UE' et 0,0415 mole d'ions HPO; pour un
litre de solution tampon.

1.4. Solution tampon tétraborate de sodium (borax) pH = 9,2

En dissolvant du borax ou tétraborate de sodium décahydraté (borax pur pour analyses :
Na.B,0,. 10H,0, masse molaire 381,37 g.mol~1) dans de I'eau distillée, il est possible
de préparer une solution tampon de pH = 9.2 & 25 °C.
Dissolution du borax en milieu agueux
B,02" + 9H,0 — = 2B{OH) ; + 2 HB{OH) ,
ion ion atide
tetraborate borate boricue



La dissolution de 'ion tétraborate conduit a une solution équimaoléculaire en acide
borique et en on borate. Le pH de cette solution aqueuse est donc constant et égal au
pk, du couple acide-base H BIOH), / B{OH);, soit 9.2 a 25 °C.

REMARQUE : la solubilité du borax étant d'environ 50 g.dm 3 4 température ordinaire, il
convient de préparer une solution de concentration molaire C = 0,1 mol.dm 3,

Conseils pratiques pour la préparation et {a conservation de solutions
tampons ou de solutions étalons de PH

- Les solutions tampons doivent étre préparées a partir de produits commerciaux purs,
vendus pour 1a préparation de solutions étalons (RP pour analyses).

= Utilizer de 'eau déminéralisée par distillation ou par permutation. Faire bouillir cette
eau extemporanément pendant une quinzaine de minutes puis limiter |la dissolution du
dioxyde de carbone atmosphérigue pendant le refroidissement et la conservation,

- Conserver les solutions tampons dans des flacons bouchés en polyéthyléne ou en verre,

- La plupart des solutions tampons ou étalons de pH sont altérables {moisissures, trou-
bles, dépdts...). Pour augmenter leur durée de conservation, il est possible d'ajouter un
cristal de thymaol,

2. REACTIFS

= TR T STV T L BRI .- . B . e HE o ="

Dihydrogénophosphate de polassium pur pour analyses et anhydre :
(KH,PO, : masse molaire = 136,09 g.mal ~1),

Monohydrogénophosphate de sodium dodecahydrate pur pour analyses ;
(Na,HPO,, 12 H,0 : masse molaire = 358 g.mal~1).

Tétraborate de sodium décatydrate pur pour analyses ;
(Ma,B,0., 10 H,0 : masse molaire = 381,37 g.maol” 1y,

Solution d'hydroxyde de sodivm a 0,2 mol.dm— 2.



3. FICHE TECHNIQUE

3.1. Standardisation du pHmeétre :
préparation de 100 cm>de tampon tétraborate
de sodium (borax) a 0,01 mol.dm™3

Dissoudre m = 0,381 g de tétraborate de sodium {Na_B,0,, 10 H,0) dans de 'eau dis-
tillée puis compléter & 100 cm?,

3.2. Etude expérimentale de I'effet tampon de la solution
phosphate 4 0,1 mol.dm=3,pH =7

— Préparer environ 100 cm® de solution tampon phosphate a 0,1 mol.dm 3, & partir de
deux solutions méres phosphates @ 1 mol.dm ~ 2 préparées par pesées de dihydrogéno-
phosphate de potassium pur et de monohydrogénophosphate de sodium dodécahydraté
pur.

—~ Standardiser le pHmétre au moyen de la solution tampon borax.
Mesurer le pH du tampon phosphate préparé.

REMARQUE : les solutions phosphates prépardes peuvent étre stockées en vue dune
utilisation witérieure (enzymaologial.

3.3. Etude expérimentale de I'effet tampon de ia solution
phosphate préparée

Afin de mesurer la capacité du tampon phosphate préparé, 3 s'opposer 4 une modifi-
cation du pH :

- Introduire dans un bécher de 100 cm?, E = 20 cm? de solution tampon pH = 7.

— Mesurer le volume V. d'hydroxyde de sodium a 0,2 mol.dm ~2 nécessaire pour faire
augmenter le pH de la solution tampon d'une unité pH (pH = 8],

3.4. Questions

1) Expliguer la préparation de la solution tampon phosphate pH = 7 © masses pesees, la
technigue opératoire choisie.

2 Exprimer la capacité du tampon en moles d'ions OH ~ par litre de tampon et par unité
pH.

3 Calculer |a force ionigue de [a solution tampon préparée.



4, MODE OPERATOIRE

4.1. Préparation de la solution tampon phosphate
0,1 mol.dm=3,pH =7

4.1.1. Préparation de solutions méres phosphates a 1 mol.dm™>

Lire les indications portées par le fabriquant sur I"étiquette du flacon commercial :
- % de purete ;

hydratation ;

— masse molaire (M g.mol -1}

Calculer la masse m & peser pour réaliser 100 em?® de solution & 1 mol.dm =2 ;

m=n-M=C-U-M=1-100-103-M=0,1M

Préparation de la solution de monohydrogénophosphate de sodium & 1 mol.dm3

— Dans un bécher de 100 cm? propre et sec, peser a 0,01 g prés exactement m g de
produit préalablement séché pendant deux heures a 110 - 130 °C i my, 1pn = 35,80 8.
2 4

— Introduire environ 40 em?® d'eau distillée en agitant avec un agitateur de verre (agi-
tateur de guanti) ou sous agitation magnétique.,

— Attendre la compléte dissolution du produit,

— Transférer gquantitativement dans une fiole jaugée de 100 em? (il n'est pas nécessaire
de secher une fiole jaugée apreés nettoyvage et ringage a 'eau distillée, si elle est desti-
née a préparer une solution agueuse).

Rincer soigneusement le bécher a 'eau distillée et joindre les eaux de ringage a la fiole
jaugée.

— Amener le niveau de liquide @ 1 cm enviren en dessous du trait repére, avec de ['eau
distillée,

~ Laisser reposer deux minutes environ afin que le liquide adh&rant sur le col puisse étre
drainé (ou essuyer les gouttelettes d'eau éventuellement présentes, au moyen d'un
papier filtre, sans atteindre le ménisque de la solution).

— Ajuster |le bas du ménisgue sur le trait repére en faisant couler I'eau distillée néces-
saire (pipette compte-gouttes) le long du col a partir d’'un point situé a moins de 1 cm aw-
dessus du trait repére,

— Transférer dans un flacon en verre de 125 em® environ, muni d'un bouchon et étiqueter
en notant : la date, le nom et la concentration molaire du réactif, en vue d'un stockage de
la solution préparée.



Préparation de la solution de dihydrogénophosphate de potassium a 1 mol.dm ™
Procéder de la méme maniére : my, oy = 13.61 ¢.

4.1.2. Réalisation de 100 cm® de solution 0,1 mol.dm=3, pH = 7

Rappels de calculs : dilution d'une solution de concentration initiale C, & la
concentration finale C;

La quantité de matiére (n} prélevée par un volume E cm? de EI est égale a ':| - E - 103
Cette guantité de matiére n'est pas modifiée lors de la préparation de la solution finale C.
On peut donc &crire n, = ng

ol n; st la quantité de matiére présente dans le volurme U cm”® de solution finale prépa-
fé‘E . nl::':f ' L-I ' 1':'_3.

On en déduit : C,-E- 102 = C,-U-10-3

i C L
Le coefficient de dilution est alors : d= E_I = =
t

« Calcul des volumes (E) de solutions initiales A prélever pour préparer U = 100 cm? de
solution tampon :

- concentrations initiales ; Ci =1 mol.dm-3:

— concentrations finales : C, : [HPDZ -] = 0,0585 mol.dm
[H,PO; ] = 0,0415 mol.dm 3
Ef Ci ' E = E{ b U

- d'ou : E= E_ - L

s0it
— pour la solution de monchydrogénophosphate de sodium

_ 0.0585

E . 100 = 5,85 cm"

— pour la solution de dihydrogénophosphate de potassium :

_ 0,0415

— 100 = 4,15 em”

E

* Dans une fiole jaugee de 100 cm? introduire |pipetie graduée de 5 cm? ou semi-
microburette de 10 em)

- 5.85 cm? de |a solution de monohydrogénophosphate de sodium a 1 mol.dm=2 ;

- 4,15 em? de |a solution de dihydrogénophosphate de potassium a 1 mol.dm -3,



Compléter & 100 cm? avec de I'eau distillée. Boucher avec du parafilm. Homogénéiser
par retournament.

Transvaser dans un bécher propre pour vérifier le pH de |a solution préparée. Le pH doit
étre égal a 7. Le pH mesuré sera égal 8 7 pour une temperature comprise entre 25 “C et
30 °C mais il sera augmenté de 0,004 unité pH par degré Celsius inférieur a 25 °C, dans
l'intervalle 10 °C = 25 *C.

Pour ajuster éventuellement le pH a 7 (température &gale a 25 *C) ou & un pH supérieur
{température de laboratoire inférieure a 25 °C). il faut utiliser (pipette compte-gouttes) :

— la solution de monohydrogénophosphate de sodium pour augmenter e pH de la solu-
tion tampon {base conjuguée) ;

- la solution de dihydrogénophosphate de potassium pour diminuer le pH de la solution
tampaon { acide faible).

Transvasar dans un flacon de conservation dtiquete.

4.2. Calculs

':-DH' ] I"IIIIIH
Solution tampon

Capacité du tampon : maol - dm ™ par unité de pH

4.3. Caicul de la force ionique du tampon phosphate
0,1 mol.dm™=3,pH =7

Définition de la force wonigue d'une solution agqueuse :
=1/2E(C,xZ7)

1 =1/2(2x0,0585x 12 + 0,0585 x 22 + 0,0415 x 1¢ + 0,0415 x 17
=1/2 (0,351 + 0,083) = 0,217 mol.dm =



5. ANNEXE
(fiche technique : le pHmeétre)

5.1. Dispositif expérimental fiz. 1.1.)

Le pHmeétre comprend :

— les &lectrodes : une électrode de mesure ;| électrode de verre, une électrode de
référence |

— un voliméetre.

— Millivoltmeétre
électronique

Electrode — =
e verre

W,

. Electrode de référence
au calomel

AL

magnetique

Flg. 1.1. Schéma du montsge pow la détermination du pH pas la mithode potentiometnigue

5.1.1. Les électrodes fig. 1.2.)

— L'électrode de référence est le plus souvent une électrode au calomel. La demi-pile for-
mée : Pt/Hg/Heg Cl./KCL a un potentiel constant (par rapport au potentiel standard d'une
électrode & hydrogéne) qui, pour une température donnée ne dépend que de la concentra-
tion en KCI. Si la solution en KCI est saturée | E o = 0,247 V 2 20 °C,

- L'glectrode de verre : la partie active de |'électrode est |a boule de verre remplie soit

par une solution d'acide chlorhydrigue & 0,1 mol.dm™3, soit par une solution de KCI en
tampon pH = 7.

Le conducteur interme et un fil d'argent recouvert de chiorure d'argent.
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Des ions Ma* de la membrane de verre gui constitue 'extrémité de I'électrode de verre
(épalsseur de 1/100 de mm a 1/10 de mm) vont s’échanger avec des ions hydronium
{H;0 "} contenus dans |a selution aqueuse a doser. Le potentiel de la «+ membrane de
verre sensible aux lons H,07 » est une fonction affine du pH de la solution & doser.

La mesure du pH d'une solution revient & mesurer la différence de potentiel entre une
electrode de mesure (glectrode de verre) et une électrode de référence (électrode au
calomel par exemple).

Le pH d'une solution aqueuse est défini en fonction de la force Electromotrice E de la pile
constituée par les deux électrodes.

Ag/ASCI Kllsat Hy O+ / membrane de verre / solution dont on veut / KClIsat, /HE/HE2C1,,, KCI sat.

mesurer le pH
électrode de verrg ——— i— pont de —  +« électrode
Jonction de réfarence
) . (E =Es)F
Sa valeur est donnée par |"égquation : pH = pHe-
23026 xR =T
pHe = pH d'une salution étalon ;
£s = force eélectromotrice en présence de cette solution étalon ;
F = constante de Faraday ;
R = constante des gaz parfaits ;
T =température absolue.
(E — Es)
A Z20°C pH = pHe -
0,058165

d'ou : 0.058165 pH = 0,058165pHe - E + Es
soit : E = 0,058165 pHe + Es - 0,058165 pH

En schématisant, E est une fonction affine du pH dutype E=A - B pH o0 A et B sont des
constantes.

- L'électrode double concentrigue @ les deux électrodes - verre et référence sont come
bingdes, L'électrode de référence correspond au couple argent — chlorure d'argent
(Ag/SAgCH) - le potentiel est impose par le couple Ag " /Ag. 1l s'agit d'une électrode an
argent en contact avec du chlorure d'argent et plongée dans une solution saturée en
chlorure d'argent dont I'activité des ions chlorures est définie.

REMARQUE : e domaine optimal d'utilisation de I'électrode de verre ordinaire correspond
al'échelle depd : 2< pH < 11.

Il existe des électrodes de verre congues « pour milieu alcalin = (pH = 9), pour milieu riche
en cations, pour un domaine de température déterming.



5.1.2. Le voltmétre

La force électromolrice est mesurée aprés amplification car elie est trés faible. Le
pHmétre peut &tre analogigue (cadran gradué en unités pH) ou numérique {affichage
digital du pH).

5.2. Conseils d'utilisation

5.2.1. Mise en service des électrodes

Sortir chague électrode de son tube de protection (1),

Rincer chague électrode a 'eau distillée ou déminéralisée en prenant soin de ne pas
mouiller la téte isolante (2).

Vérifier le niveau de la solution de remplissage de ["électrode de référence @ il doit étre
situé & 5 mm environ au-dessous de "orifice de remplissage (5). Remplir, si nécessaire,
avec la solution appropriée :

— solution saturée de KC| pour les électrodes de référence au calomel

— solution saturée de KCI + AgC| pour les électrodes doubles concentrigues dont I'élec-
trode de référence est du type Ag/AgCL

Placer I'électrode combinée ou les électrodes sur le support en résing acryligue et semer
modérément les vis de fixation a téte moletée. Ne pas fixer les électrodes au niveau du
corps (3).

Si l'on utilise une électrode de verre et une électrode de référence indépendantes, pren-
dre soin de placer "électrode de verre en retrait (guelgues millimétres plus haut), de
maniére a protéger sa partie active (4) par ["extrémité de |"électrode de référence,

5.2.2. Mesures au pHmeétre

Avant toute mesure

Vérifier que le commutateur est sur la position « 28ro «.

Relier 'appareil & une prise de terre.

Mettre "apparail sous tension grace a l'interrupteur.

Attendre 10 minutes.

Effectuer un réglage du zero electrique | le commutateur étant sur la position « zero »,
amener, a l'aide du potentiomeétre « zéro -, 'affichage ou 'aiguille du cadran sur la gra-
duation « zéro « de "échelle en millivolts,

Afficher éventuellement la température ambiante si le pHmétre le parmet.
Brancher les électrodes au voltmétre.,

Rincer les électrodes avec de I'eau distillée, soit par un jet d'eau distillée, soit en les
plongeant dans un bécher rempli d'eau distillée.

Essuyer les électrodas avec du papier Joseph du haut vers le bas, sans chogquer la mam-
brane de verre.



Standardisation

Plonger les électrodes jusqu'a immersion compléte de la boule de |'électrode de verre
dans una soalution tampon dent on connait le pH.

Placer le commutateur sur la position « pH «. Puis, & 'aide du potentiométre « standar-
disation =, afficher {ou placer I"aiguille sur la graduation indiguant) la valeur exacte du pH
de la solution tampon.

Placer 8 nouveau le commutateur sur |la position « 2&ro ».
Retirer les électrodes de la solution tampon.
Rincer les électrodes a 'eau distillée,

Mesure du pH de la solution étudiée

Flonger les électrodes dans la solution a étudier.
Mettre le commutateur sur la position « pH ».
Lire directement sur le cadran, la valeur du pH.

Lorsque la mesure est terminée, ramener toujours le commutateur sur la position = 28ra »
avant de retirer les électrodes de la solution. Le commutateur doit &tre sur la position
zéro entre deux séries de mesures de pH, sauf lors d'un dosage potentiométrique.

Il faut toujours rincer les électrodes et les essuyer au papier Joseph avant de les ranger
dans les tubes de protection (1), L'électrode de verre est conservée dans de 'eau dis-
tillée ou déminéralisée et I'électrode au calomel dans une solution saturée de KCI.

6. EXERCICES

6.1. Mesure d'un pH. Calcul d'une concentration

Exercice n® 1 :

Calculer la concentration molaire en ions H,0 * d'un jus d'orange de pH = 3,5. Le pH
étant mesuré a 0,05 unité prés, donner la précision du calcul,

Exercice n® 2 :

Calculer fe pH d'une eau minérale gazeuse dont la concentration en ions H,0 * est
3.2. 10~ % mol.dm~3 & 25 °C.



Exercice n® 3 :

Le pH du Cocacola® est 2,5, le pH d'un vinaigre est 2.8 le pH d'un jus de citron 2,2,

- Quelle est |a solution |a plus acide 7

— Comment expliquer la différence de « golt acide « au niveau des papilles gustatives 7

- Quelle est la quantité {(en mol) d'ions H,0 * présente dans un verre de 150 em? de
Cocacola® ?

- Quelle est la quantité {en mol} dliens H,0 7 présente dans un verre de 150 cm” de jus
de fruit préparé avec 50 em® de jus de citron 7 Caleuler le pH de la boisson.

Exercice n® 4 :

Le pH sanguin d'un patient est de 7,41, mesuré 8 37 °C. Calculer 1a concentration en
moles d'ions H,O " par dm? de sang analysé. Justifier le choix de la température de
MESUre,

La phosphatémie du patient étant de 1,20 mmol.dm ~ 2, calculer les concentrations plas-
matiques molaires en ions hydrogénophosphates et dihydrogenophosphates pK, = 6,84 a
37 °C.

Exercice n® 5 : pH d'une eau distillée

1) Compléter le tableau ci-contre donnant la variation du produit ionigue de I'eau pure en
fonction de la température :

1/7T

i Tendeguekovn  TCRUIE ke pH o lls morams
0 011, 10~ 14
10 0,30, 10~
15 0,45, 10~
20 0,68, 1014
25 10~
a0 1,48, 10
35 2,10, 10=14
A0 2495 10-™
50 5,50, 10—
&0 9,55 10 "™
70 15,50, 10~
BO 25,10, 10— ™
80 3a,00. 10—

100 55,00, 101




21 Le produit ionique de I'eau est-il une fonction croissante ou décroissante de |a tempé-
rature 7

3} Tracer la courbe pH =f{1/T) T=t°C+ 273,

4} Déterminer graphiguement :
— la température pour laguelie le pH de 'eau pure est égal 4 7,2 ;
- |e pH de I'eau pure a 37 °C.

5 D&finir une solution acide, une solution basigue, une solution neutre a 100 °C.

Calculer le pH d'une solution gui contient 10 ** mol dliens hydroxyde par dm™ * a cette
temperature.

&) Meme questionat =20 "°C.

71 Le pH d'une eau distillée mesuré & 25 °C est de 5,4,
- Comment expliquer cette baisse du pH par rapport su pH de I'eau pure 7
— Peut-on considérer cette eau comme pure pour préparer des solutions 7 Justifier,

Exerclce n® 6 : 1a réserve alcaling et le pH du milieu intérieur (extrait sujet Bac)

1) Calculer pour un échantillon de sang artériel normal de pH = 7,42, le rapport de la
concentration en ions hydrogénocarbonate & celle du dioxyde de carbone dissous dans |e
miligu sanguin (pk, = 6,10).

2) L'addition d'un acide fort sur 10 em? de ce méme échantillon de sang libére 5,91 cm?
de gaz dioxyde de carbone mesuré dans les conditions standards (0 °C et 101 396 pas-
cals ou 780 mmHg).

sachant gue le volume molaire du dioxyde de carbone (gaz non parfait) est égal a
22,26 dm*.maol~ ? lorsqu'il est mesuré dans les mémes conditions, calculer le nombre de
millimoles d'ions hydrogénocarbonates et de dioxyde de carbone dissous dans un dm? de
sang.

6.2. Préparation d’'une solution d'acide phosphorique
Sur I'gtiguette d'une solution commerciale d'acide orthophosphorigue (H4PO, ), il est indi-
gué : densite 20/4 = 1,70 ; % en masse = 85.

1} Calculer la concentration molaire en moles d'acide phosphorique par dm? de solution
commerciale,

2) Quel volume de cette solution faut-il prélever pour préparer 3 litres d'une solution
d'acide phosphorigue & environ 0,1 mol.dm-3 7

3 Comment préparer 1,5 dm® d'une solution d'acide phosphorigue & 0,1 mol d'ions H,O*
par dm>, & partir d'une solution d'acide phosphorique décimolaire.

4} Le pH d'une solution d'acide phosphorigue a 0,1 mal d’ions H,0* par dm? est de 1,1.
Comment expliquer I'écart entre le pH théorique de cette solution @ pH = - log [H07]=1
et la valeur mesurée au pHmeétre 7

Données:H=1g.mol~! ;P=31gmol~! ;0=16g.mol -1



6.3. Solutions tampons

Exercice n® 1 : préparation de deux solutions tampon phosphate

Premiére préparation : donner un protocole expérimental pour préparer 1 litre de solution
tampon phosphate 8 0,025 mol.dm~ 3 pH 6.88 4 20 °C par pesées de monohydrogéno-
phosphate de sodium dihydraté (Na,HPO,, 2HO0M = 177,99 g.dm - 41 et de dihydrogéno-
phosphate de potassium (KH, PO, M = 136,09 g mol - 1y,

Cuel sera le pH de la solution préparée, a 25 °C 7

Deuxiéme préparation : donner un protocole expérimental pour préparer 100 cm? de
solution tampon phosphate pH = 7,40 & 20 *C. de force ionigue 0,3 mol.dm™ 3, & partir
de solutions meres de monohydrogénophosphate de sodium dibydraté (Na,HPO,, 2H.0
M= 177,98 g.dm ~ ¥} et de dihydrogénophosphate de potassium (KH,PO, M = 136,09 g.
mol ~ 1),

Montrer que ce tampon est isotonique au plasma.

Donnees © pression osmotique plasmatique = BOO kP, a 20 °C [ R = §,32 l.mol ~ 1K1
pK, : 6,88 a 20 "C.

Exercice n® 2 : préparation d'une solution tampon ammoniacale pH 9,2

Donner trois protocoles expérimentaux pour préparer 50 cm? de tampon pH 9,2 & partir
de solutions meres choisles parmi les solutions suivantes ;

~ solution d'ammeniac a 0,05 mol.dm ¥ ;

chiorure d'ammonium a 0,06 mol.dm 2 ;

acide chlorhydnique & 0,10 mal.dm 3 ;

hydroxyde de sodium a 0,05 mol.dm 3,

Données @ pH, du couple acide base NH4 7 /NH3 = 9.2 4 25 "C.

Exercice n® 3 : préparation d'une solution tampon acétate

U'n litre de solution tampon acétate, pH 4,65 a 20 °C, peul étre préparé a partir de
0.5 litre de chacune des solutions suivantes :

- solution aqueuse d'acide acétique & 0.4 mol.dm= 3

- solution agqueuse d'hydroxyde de sodium & 0,2 mol.dm ™ 2.

Queile est la concentration molaire du tampon préparé, en acide acétigue et en acétate
de sodium ¢

Exercice n® 4 : préparation d'un tampon digthanolamine-HC! (extrait sujet CAPET)

Comment procéder pour préparer 100 em? de tampon diéthanolamine—HCL pH 9.5 & par-
tir d'une solution d’HCI & 0,100 mol.dm~ 2 et d'une solution agueuse de diéthanolamine
40,100 mol.dm~3 ?

Quelle est sa concentration en digthanolamine 7
Données : diéthanolamine : NH{CH.—CH.OH) , M = 105,14 gmol ! pK, =888 a 25 °C.



Exercice n° 5 : tampon universel = Citrate — Phosphate — Borate - HCI

Les solutions tampons de pH compris entre 2 et 12 sont préparées a partir des solutions
méres A et B.

Solution A :

- acide borigue : H - B{OH) ,. 1,767 g :
— acide citrique monohydraté, 6,004 g ;
= Véronal acide, 5263 ¢,
- dihydrogénophosphate de potassium (KH,PO,), 3,888 g,
- H,0 distillée g s p 1 dm?,

Solution B : NaOH 0,2 mol.dm™ 2.
1} Expliquer pourquoi ce tampon « universel » peut étre utilisé sur I'"échelle de pH : 2-12.

2} Ce tampon « universel - peut &re utilisé pour &tudier 'influence du pH sur 'activité
d'une enzyme. Quel avantage apporte-t-il au mode opératoire 7

CORRECTION DES EXERCICES

6.1. Mesure d'un pH. Calcul d'une concentration

Exercicen® 1 :
3,16 x 104 mol H,0* dm 3
3,45 < pH < 3,55 10345 £ [H,0 "] < 10355
3,55 x 10~ mol.dm -3 £ [H;0*} < 2,82 x 10~ mol.dm -3

10-4(3,55 - 2,82)
Précision de la mesure % 100 = 23 % (valeur élevée due a la défi-

316104 nition logarithmigue du pH)

En tenant compte de la précision [H,0 *] retenue = 3.2.10° % mol H;O0" dm -3,

Exercice n® 2 :

Calcul pH = 5,49 ; mesure au pHmétre pH = 5,50.

Exercice n* 3 :

1) La solution la plus acide : le jus de citron.



2} Les acides ont une saveur « acide « généralement proportionnelle & la [H50 *]. Mais a
concentration egale, les acides organigues ont une saveur plus acide gue les acides miné-
raux (penétrent plus rapidemeant au niveau des récepteurs du gout) et, parmi les acides
organiques des produits alimentaires (acide citrique, acide tartrigue, acide maligue...},
I'acide acétique, trés corrosif, est celui qui a le caractére acide le plus marqué.

3 4,75.10 % mol H,0 .
4) 3,15.10 % mol H,0 * ; pH 2,68,

Exercice n® 4 :
(H,0*] = 3,89.10 % mol.dm - 3
(PO ] [HPD. ]
pH = pK, + log ——— log ——— = 7,41 - 6,84 = 0,57
[HPO, ] [HPO,]
[HPOS |
[1} — = 3.?15
(H,PO ]

(2) [HPO3 1+ [HPO;] = 1,20 mmol.dm~*
De (1) et {2}, on déduit : [HPD3™ | = 0,95 mmol.dm ~ % et [H,PO, ~ | = 0,25 mmol.dm 3,

Exercice n® 5 :

1)
Tegﬁ:gure i T /T F"md-ll.n'r lonique e poH [H G *.J‘J= {OH - ,i'_ .
{T=1"%+ 273 de 'eau : Ke 142 pKe  moldm™~ mol.dm
] 273 3661012 011,10~ ™ 1406 748 332.10°¢
10 283 353101 0,30. 10- 14 1453 728 548,100
15 288 347104 0,45 10-14 1434 717 £,70.10 -8
20 203 341103 0,88, 1014 14,16 7,08 825 108
25 208 335104 - 1400 7,00 1o
a0 303 3,30.10 -4 1,48, 10~ 13.83 6,21 1,22 107
a5 308 325107 210,101 13,68 6,84 1,45.10-7
40 313 31910 2 295 101 13583 676 1,72.10-7
50 323 300102 580 10- ™ 13.26 6,63 234,107
80 333 300102 8,55 101 13.02 651 300107
70 343 291107 15,50. 10— 1280  6.40 394,107
B0 353 283103 25,10, 10~ 1260 6,30 5,00.10-7
an 363 275107 38,0010~ ™ 1242 621 B16.107
100 ars 268.10 -4 55,00.10 ™ 12,26 613 7.42.10-7




21 Fonction croissante,
4) pH=7,20pour 1/T=3510"% t=13°C:a 37 °C pH = 6,86.

5 T=100°C : solution acide : pH = 6,13 ; solution basique : pH = 6,13 ; =solution neu-
tre: pH =6,13 ; pH = 1,26.

6] T = 20 *C : solution acide : pH < 7,08 ; solution basique @ pH = 7,08 ; solution
neutre : pH=6,13 ; pH = 3,17.

¥ Cette baisse de pH résulte de la dissolution de dioxyde de carbone provenant de ["air ;
cette présence de dioxyde de carbone et "augmentation en jons H,0% (= 4 10 -8
mol.dm ~ %) sont negligeables pour la préparation de solutions.

Exercice n® 6 :

[HCOS] [HCO ]
1) log = 7,42-6,10= 1,32 = 20,89 (1)
[CO,]d [CO,d
- 591 _
2) [CO,Jd + [HCO,] = . = 26,55 mmol.dm : (2)

2226 x 10x 10

De (1) et (2), on déduit [CO,]d = 1,21 mmol.dm ~ 3 et [HCOZ | = 25,34 mmaol.dm ~ 3,

6.2. Préparation d'une solution d'acide phosphorique

85 1,70 )
1) Cyapos = 55 X 355 X 10° = 15 mol.dm ™’

2y Volume & prélever ={0,1/15) x 3 = 0,020 dm? {éprouvette).

3) 1l faut prélever 0,5 dm? de solution décimolaire puis compléter 4 1,5 dm? avec de
'eau distillée.

4} Aux concentrations fortes en H,0 ¥ la relation © pH = - log [H,0 7] n'est plus valable.

6.3. Solutions tampons

Exercice n® 1 :

1. Préparation :

[HPO3" - . 3
— =1 [HPOF 1=[HPO4 )= 0,025 moldm

[HPO, ]

PH = pKy



FPesar Mypzeng = 136,09 - 0.025 = 3,40 g et Myaonpod, 2 HI0 = 177,99 - 0,025 = 4,45 ¢
de produits préalablement desséchés pendant 2 heures & 110 = 130 *C.

Dissoudre et mettre en solution dans 1 litre d'eau distillée,
A 25 °C pH = 6,86,
2. Préparation :

[HPOZ™ | HPOZ |

=7,40-6,88= 0,52
[RP04] [HP Oy ]

log =331

Force jonique [ =0,3=1/2 X (C, -7 ?)

I = 1/2 ([KH,PO,] (12 + 12) + [Na,HPO,] (2 x 12 + 22))
= [KH,PO,] + 3[Na,HPO,] = 0,3 mol.dm "3

On en déduit que : [KH,PO,] = 0,0275 mol.dm -3 s [Na HPO,] = 0,0810 maol.dm ~ 3,

Préparer par exemple, 2 solutions méres 2 0.2 mol.dm - 2 en hydrogénophosphates :
peser 1,361 g de KH,PO, et 1,780 g de Na HPO,, 2 H,0 produits préalablement
desséchés pendant 2 heures a 110 - 130 °C. Dissoudre et mettre en solution dans
50 cm?, Prélever 13,75 cm? de [a solution KH, PO, et 45,50 em? de la solution Na,HPO,
gsp 100 cm?,

La pression osmotigue de cette solution tampon est

M=n/V -RT=(0,0275x 2+ 0091 x 3) x 10%x 8,32 x 293 x 10~ ° = 800 kPa tampon
isotonique au plasma.

Exercice n® 2

1) Demi-neutralisation de la solution de chlorure d'ammonium a 0,08 mol.dm — 2 par la
solution d'hydroxyde de sodium a 0,05 mol.dm = 2.

AUPK, =92 Ny _yersses = 172 Mg o apportées par Ena +
Con - X Eou. =1/ 2C 0, X Epya,
Eon- / Eppa, =06
Volume tampon Ey,  + Ey.,, = 50 cm?
De (1) et (2) on en déduit : E,., . = 31.25cm? ; E, = 18,75 cm?,

(1)
2]

Mode opératoire : apporter 18,75 em? de solution d'hydroxyde de sodium & la burette (ou
pipette graduée & 20 cm?) puis g s p 50 cm? avec |a solution de chlorure d'ammaonium.

2} Demi-neutralisation de la solution d'ammoniac & 0,05 mol.dm ~ 2 par la solution
d'acide chlorhydrigue a 0,1 mol.dm -3,



AUPK, =92 Nygi_yerses = 172 Nigua apportses par B

Chice * Bygy = 1/2 Gz X By

Epei / Bz = 0,25 (1
Volume tampon E., + Eyys = 50 em? (2
De (1) et (2) on en déduit : E . =40 em? 1 E . = 10 cm?.
Mode opératoire : mesurer By, = 10 em? g s p 50 cm?® avec la solution d'ammoniac.

3) Apporter Ny, = Ny, PEC la solution d'ammeniac & 0,05 mol.dm ~ 7 et par la solution
de chiorure d'ammonium & 0,06 mol.dm ~ 3,

Chana % Eppz = Crapa + X Epya &

Entz / Enra + = Cribta » / Cppa = 1.2 a
Volume tampon Ey,,; + By, = 50 om? (2
De (1) et (2) on en déduit : Ey, , + =227 cm? ; ;5 = 27,3 cm?.

Mode opératoire : mesurer E . =227 cm= g s p 50 cm® avec la solution d"ammoniac.

Exercice n® 3 : tampon acétate a 0,1 mol.dm 2

La solution tampon est préparée en mélangeant volume & volume la solution d'acide acé-
tique et la solution dhydroxyde de sodium @ demi-neutralisation de la solution d'acide
acétigue & 0.4 mol.dm ~ 2 par la solution d'hydroxyde de sadium a 0,2 mol.dm— 3,

A la demi-neutralisation ;

ﬂ,d " El!lH -
CI'FIH = Eﬁ.— =1/2 CI.*.H- =1/2 m = 0,1 mol.dm

3

La solution tampon est décimolaire en acide acétigue et en acétate de sodium.

Exercice n® 4 : tampon diéthanolamine

 CHy~CH,OH ,  CHz=CH,OH
H-N + HO* = * H,-N + H,0
CH,~CH,OH ™ CH,~CH,OH
A AH
[A] [A] _
log 7 = 95 -8,88=062 o= 4,168
_[A] = 4,168 = (0.1xE, -0.1 x Eygy) / By + Eyy) _ Ea = Ena
[AH] 01 X Eygy / (Ex + Epygy) Evey



E, - Epe, ¢ d'ol: By = 16,21 cm® et E, = 83,79 cm?
E = 4,168
HC
/
Concentration de |a solution tampon en diéthanolamine : 83,78 x  —— = 0,084 mol.dm - 2,
100

Exerclce n® 5 : tampon = universel =

- Les pk des diverses fonctions ionisables des constituants du tampon {(pK, @ 3,13,
4,76, 6,40 pour I'acide citrique ; pK, @ 7,2 pour KH,PO, ; pK, : 9,20 pour I'acide borigue)
s'échelonnent réguligrement sur I'échelle de pH : 2-12 et vont pouvoir, en fonction du
rapport solution A/solution B exercer un effet tampon jusqu'a 2 unités pH de part et
d'autre du pk.

- Quel gue soit le pH, ce sont les mémes espéces ionigues qui sont mises en présence
de 'enzyme ; seule |la force ionique du milieu change au cours de I'étude de "activité
enzymatigue en fonction du pH.
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Le but de cette manipulation est :

— de maitriser une technique simple, rapide, efficace pour analyser un mélange
ou vérifier la pureté d'un composé ;

- de dégager les différents temps d'une analyse chromatographique ;

- d'étudier I'influence de la structure d'une molécule sur le comportement
chromatographique.

W TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

+ phase stationnaire et phase mobile ;

* polarité d'un solvant ;

* phénoméne d'adsorption ;

» chromatographie par développement ;
» RT:

* témoins.

1. PRINCIPE

L AR TR T e T T R U L e T M T T ML T e I M L

La chromatographie sur couche mince est un exemple de chromatographie solide-liquide
ol e phénoméne d'adsorption peut étre considéré comme prédominant, Chague soluté
23t soumis & deux forces :

— une force d'entrainement par adsorption sur ['adsorbant fixe polaire ;

— une force d'entrainement par I"éluant plus ou moins apolaire. L'éluant st composé
d'un solvant vecteur peu polaire et peu visqueux et d'un solvant actif plus ou moins
polaire dont il faut rechercher la proportion idéale pour obtenir une bonne séparation des
solutés,

On analysera le comportement chromatographigue, en prenant I'exemple du phénol et de
ses dérivés, en fonction de la composition de 1'éluent,

On appliguera la technigue, en utilisant des témoins, a lMidentification des acides aminés
dans des milieux biclogigues divers {jus de fruit, bouillon de viande...).
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2. REACTIFS ET MATERIEL

2.1. Matériel de base

* Plagues de gel de silice a decouper en fonction des dimensions souhaitées. Epaisseur
0,20 mm, format 20 x 20 cm. Référence Merck 5553,

* Plagues de gel de silice avec indicateur de fluorescence. Référence Merck 5554,

» Cuves:

— standard pour plagues 20 x 20 cm et 20 x 10 cm, Référence Prolabo 06167005 ;

— pour essal rapide @ cuve chromajer pour plague 20 x 5 cm. Référence Prolabo
06168008,

» A défaut, pots de confiture avec couvercle hermétigue.

* Capillaires obtenus par &tirement de pipettes Pasteur,

« Ampoules d décanter et suppor.

* Thermoventilateur,

* Gabarits pour dépdts 20 x 20 cm, Référence Q31 AT6245.00,

2.2. Pour la manipulation (1)

* Solutions :

- solutionde phénol a5 g.dm 3 ;

— solution d'orthonitrophénol 8 2 g. dm =2 ;
~ solution de paranitrophénol a 5 g. dm - 3,

» Solvants : hexane et acétate d'éthyle {voir p. 29).
* Lampe UV 254 /365 nm. Reférence 051 AT641081 avec statif réf. 051 ATE41084.

2.3. Pour la manipulation (2)

* Solutions :

— Solutions & 2 g.dm - ¥ de Proline, Arginine, Glycocolle, acide glutamigue, Valine,
Tyrosing ;

- Jus de citron, d'orange, de tomate... ;

— extrait de tablettes de bouillon de boeuf ;

— solution de ninhydrine & 1 g / cm ~ 2 de butanal.

* Solvants ; butanol, acide acétique (voir proportion p. 30}.

» Pulvérisateur.



3. FICHE TECHNIQUE

3.1. Les difféerents temps

Toute séparation chromatographigue analytigue peut &tre schématisée par le diagramme
suivant.

Preparalion de la phasa mobile,
das dchaniibons ot du suppor

Y

Dépdf des dchantillons

Y

Separation chromalographique
par développement ou
par elution

— .,----L_,—F__._._.\_ -

Analysa das résultals

3.2. Procédures expérimentales

3.2.1. Preparation des solvants

= Dpérer sous hotte ventilée,

— Préparer les mélanges en ampoule & décanter dans les proportions souhaitées, bien
agiter at laisser reposer.

3.2.2. Préconditionnement

— De ia plague : laisser séjourner préalablement les plaques de gel de silice 15 minutes
a I'étuve réglée a + 105 °C pour les réactiver.

— De la cuve : saturer pendant 30 minutes la cuve avec la phase mobile.

3.2.3. Préparation des plagues

- A 2 cm du bord inférieur, tracer finement au crayon une ligne en prenant soin de ne
pas entamer la couche. ¥ indiguer les points de dépdt gui seront espacés d'environ 1 cm
en laissant 2 cm aux extrémités pour éviter les effets de bords.



-~ Porter toutes les indications au crayon en haut de la plague.
- Manipuler le moins possible |a plague avec les doigts pour éviter toute empreinte qui
pourrait apparaitre & la révélation,

3.2.4. Dépits

lls influencent beaucoup la qualité de la séparation. Le dépdt idéal est le plus petit
possible car une diffusion de la migration est inévitable :

- en surface, pour &viter la superposition de spots peu séparés (on ne dépassera pas
3 mm de diamétre) ;

- en guantité, pour éviter de dépasser |a capacilé de charge de la couche mince.

La solution est déposée au moyen de capillaires trés fins sur la plague que 'on veillera &
ne pas abimer, par petites quantités successives pour permettre au solvant de s'évapo-
rer. On pourra accélérer I'évaporation entre deux dépots en utilisant un thermoventilateur.

3.2.5. Développement

= Introduire la plague dans la cuve saturée de vapeurs de solvants en la faisant plonger
de 1 cm dans la phase mobile.

— Refermer la cuve et en controler I"'étanchéité,
— Faire migrer la phase mobile jusqu'a 1 ¢m du haut de ia plague.
— Sortir la plague et repérer au crayon la position du front du solvant.,

3.2.6. Révélation aprés séchage de la plaque

- Soit directement par observation en lumiere ultraviolette si la plague renferme un indi-
cateur de fluorescence ; les substances masqguent cette fluorescence et les sports appa-
raissent sous forme de taches sombres.

— Soit aprés pulvérisation d'un réactif adéguat gui entraine la formation d'un dérivé col-
oreé. Veiller a réaliser une pulvérisation légére. Entourer chague spot par un léger trait de
crayonn.

3.3. Manipulation (1) : analyse de composés aromatiques

* Préparer les phases mobiles suivantes ;

= phase 1 : hexane-acétate d'éthyle 3V - 1V ;
— phase 2 : hexane-acétate d'éthyle 2V - 1V ;
- phase 3 : acétate d'éthyle pur.

» [Déposer sur des miniplagues de 4/8 cm avec indicateur de fluorescence deux gouttes
des solutions de phénol, paranitrophénol et orthonitrophénal,

* | gisser migrer.
* Entourer les spots jaunes dés la sortie de la plaque.
¢ Observer en lumiére ultraviolette a 254 nm.



3.4. Manipulation (2) : séparation d'acides aminés

* Préparer la phase mobile butanol - acide acétique — eau 4V - 2V - 1V,
* Déposer deux gouttes des solutions témoins.
o Déposer une goutte des jus de fruit filtrés,

* Déposer une goutte de 'extrait de bouillon de viande obtenu de la maniére suivante @
~ peser 5 grammes d'une tablette de bouillon et faire une extraction avec 20 cm?® d'eau ;
— filtrer 'extrait

— le décolorer par du noir animal.

4. EXPLOITATION DES RESULTATS

4.1. Calculer les Rf de tous les spots obtenus

4.2. Comparer le comportement chromatographique
du phénol et de ses dérivés

Interpréter les résultats en fonction de la polarité de la phase moblle et de |a structure
des solutés.

4.3. Identifier les acides aminés présents
dans les mélanges analysés et discuter
les résuitats obtenus



5. EXERCICES

Exercice n® 1 .

Comment pourrait-on évaluer la limite de détection de la technique ?

Exercice n® 2 :

Le CCM permet de mettre au point des expériences chromatographiques réalisables sur
colonne. Si on traite un mélange phénol, orthonitrophénol et paranitrohénol par chromato-
graphie sur colonne en phase réverse (phase fixe apolaire et phase mobile polaire) quel
sera l'ordre de sortie des solutés 7

Exercice n® 3 :

Comment peut-on réaliser une révélation spécifique de "arginine, de la tyrosine, de la pro-
line 7 Une révélation des glucides, des lipides 7

CORRECTION DES EXERCICES

Exercice n® 1 :

Phénol, paranitrophénol puis orthonitrophénol.

Exercice n® 2 ;

- Révélation spécifique de I"arginine : réaction de Sakaguchi.

- Révélation spécifique de la tyrosine : réaction de Gerngross.

- Révélation des glucides : réaction de Maolisch.

- Révélation des lipides : fixation d'iode ou indicateur de fluorescence spécifique.

Exercice n®* 3 :
Nombre de plateaux théoriques M

distance de migration ]?

largeur du spot

N=1E[
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Le but de la manipulation est de caractériser un corps gras par la détermination de ses
indices d'acide 1, de saponification lg, d'ester lg, d'iode |,.

Les corps gras - liguides, quand il s'agit des huiles (d'arachide, dolive, de ricin, de
lin...). — ou solides, guand il s'agit des beurres, des graisses et des margarines, sont des
esters naturels @ ils dérivent, pour la majeure partie d'entre eux du glycérol et de diffé-
rents acides carboxyliques a longue chamne carbonée appelés acides gras. Ce sont des
tnglycdrides ou tnacylglvcerols.

Ainsi :
- la tributyrine {ou tributanoylglycérol) du beurre est un triester d'acide butanoigue et de
glycerol ;

= la trioléine (ou trioléylglycérol) des huiles végétales est un triester d'acide oléique et de
ghvcérol

— la tripalmitine {ou tripalmitoylglycérol) presente dans de nombreux corps gras est un tri-
ester d'acide palmitique et de glycérol ;

— la tristéarine (ou tristéaroylglycérol) qui est utilisée pour la fabrication des bougies est
un triegter d'acide stéarigque et de glycérol.

tributyring iripalmiting irfolging Irisléacing
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trigsfer d'acide gras triester d'acide gras iriester d'acide gras a frizster d'acide gras

a courte chaine a longue chaine salurde longue chaing insaturée & longue chaing saturée

Flg. 3.1. Formules développdas de triglycérides



Etude comparative de {a composition en acides gras de 3 corps gras naturels de I"alimen-
tation (d'apres Lehninger) :

% acides gras salurgs %o acides Qras nsalures
Jacidas gras fofavx Sacndes gras fofaux
C4-C12 Ci4 CE Ci8 Cig + C18
Huile dalive < 2 =2 13 3 B0
Baurra 11 10 2 i1 40
Graisse de boeuf o 2 =g s 21 Fifas

Ces corps gras sont des mélanges de tnacylglycérols,

L'huile d'olive, riche en acides gras insaturés, est liguide a la température ordinaire, alors
que, dans les mémes conditions de température, la graisse de boeuf, riche en acides
gras saturés, est solide et que le beurre, riche en acides gras a courtes chaines, a une
consistance molle,

W TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

* gstérification ;

saponification, hydrolyse ;
masse molaire des triglycérides ;
acides gras insaturés ;

degré d'insaturation ;

addition sur double liaison ;

* dosage des solutions d'iode par thiosulfate.

Pour les dosages envisageés ci-dessous, il est important d'insister sur les con-
signes de sécurité a respecter pour le stockage et |'utilisation :

des produits corrosifs : KOH alcooligue ; réactif de Wijs ;

* gdes solvants organiques : effets toxiques liés a leur affinité pour les phos-
pholipides du systéme nerveux (solvants : isobutanol-éthanol ; tétrachlorure de
carbone) ; effets toxigues liés a leur pouvoir cancérogéne en expérimentation
animale en ce qui conceme le tétrachlorure de carbone.



1. PRINCIPE

1.1. Indice d'acide I,

Définition : I'indice d'acide d'un corps gras est la quantité de potasse exprimée en milli-
grammes, nécessaire pour neutraliser "acidité contenue dans un gramme de corps gras.

La teneur en acides libres des corps gras (graisses, beurre, huiles) augmente avec e
temps.

Principe de la mesure : l'indice d'acide est déterminé par dosage direct ou indirect, a
I"aide de potasse alcooligue de concentration connue, le corps gras étant mis en solution
dans un solvant organigue & une concentration voisine de 40 g.dm - 3,

O (8]
o Y
rR-c? ¢ OH — wR-C7 &+ HO
S OH 0-
acide gras KOH en solution ion carboxylate
alcooligua

Le dosage direct a lieu en présence de phénolphtaléine : virage de l'incolore au rose.
Mais |la présence de la potasse alcoolique dans |la burette constitug un inconvénient :
rodage qui grippe rapidemeant.

Lors d'un dosage indirect, le corps gras est dissous dans un excés précis de potasse
alcooligue. L'excés est dosé par une solution d'acide chlorhydrique de concentration con-
nue, en présence de phénolphtaléine ; virage du rose a l'incolore.

1.2. Indice de saponification : I

Définition : 'indice de saponification d'un corps gras est |a quantité de potasse exprimée
en milligrammes, nécessaire pour neutraliser les acldes gras libres et pour saponifier les
acides gras combinés présents dans 1 gramme de cé corps gras.

REMARQUE : cette quantiteé varie nécessairement avec la masse molaire des acides gras
constituant e corps gras © plus la masse molaire est élevée, plus l'indice de saponifi-
cation est faible, el imversement. Liindice de saponification est donc une mesure indi-
recte de la masse molaire movenne des acides gras du corps gras analysé,

Principe de la mesure : si |'on porte a €bullition m grammes d'un corps gras en présence
d'un volume connu et en excés d'une solution &talonnée de potasse alcoolique, il se pro-
duit une saponification du corps gras :



QHE—D—G—FL CH, - OH H,—I:K
| 0
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EH—E}—E—H? + J0H" = = CH-0OH + H"’_Cx
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CH,-0-C-R, CH, - OH Ra":\
G —
COFps gras KOH an sofution glycéro carboxylates
triacylglycérol alconlique de polassium
(trigster du glycéral) an excés pracis {savons)

La saponification des esters est une réaction totale (irréversible) ; lente a8 température
ordinaire, efle a lieu en 30 & 60 minutes par chauffage a ébullition.

La potasse réagit avec les acides gras libres du comps gras et avec les acides gras lipérés
au cours de la saponification, pour former des savons.

En dosant par une solution d'acide chlorhydrique de concentration connue. et en
prazence de phénolphtaléine, la gquantité de potasse non combinée, on peut connaitre
{dosage en retour). [a quantité de potasse ayvant réagi avec |la matiére grasse.

Estimation de I'altération des corps gras : I'aitération des corps gras est fonction de leur
structure chimigue :

— les triacyiglycérols qui les constituent, peuvent s'hydrolyser en donnant des di ou des
mono-glycérides et des acides gras ;

- les chaines insaturées des acides gras peuvent réagir avec 'oxygéne de I'air pour don-
ner des produits d'oxydation responsables du » rancissement « des corps gras.

L'acidification des corps gras peut avoir lied avant leur production, par voie enzymatique
imauvais stockage des produits végétaux ou des tissus animaux d'origing). Elle peut se
produire aprés leur conditionnement par hydrolyse chimigue ou engymatigue.

Les acides gras libres ont un godt désagréable | par exemple = godt de « savon - des
biscuits et gatesux quand des acides gras a courte chaing s'accumulent.

Les corps gras contiennent moins de 0.5 % d'acides gras libres. Dans certaines condi-
tions, ces taux peuvent etre multipliés par 10. Les corps gras ne doivent pas contenir
plus de 1 % d'acides gras libres pour élre comestibles,

I
L'altération d'un corps gras peut étre estiméae par le calcul du pourcentage A ¥ 100,
I



1.3. Indice d'ester : I¢

Définition : l'indice d'ester d'un corps gras est la quantité de potasse exprimée en mil-
ligrammes, nécessaire pour saponifier les acides gras combinés présents dans un
gramme de corps gras @ g = 1g - I,

1.4. Indice d'iode : |,

Définition : l'indice diiode d'un corps gras est la masse d'lode, exprimés en grammes,
gue I'on peut fixer sur 100 grammes de ce corps gras.

L'indice d'iode est une mesure de linsaturation du corps gras. En effet, seuls les com-
posés insaturés sont susceptibles de fixer Miode par addition. Cet indice avgmente en
meme temps que [a proportion des acides gras non saturés. L'indice d'iode est constant
pour une matiére grasse donneée,

Principe de fa mesure : e diiode |, se fixe lentement sur les doubles liaisons. A l'inverse,
les composés halogénés de 'iode réagissent rapidement.

Méthode de Wijs : le réactif utilisé est du chlorure d'iode en solution dans de 'acide acé-
tigue. Présence de catalyseurs : acétate mercurigue par exemple.

Le lipide est en solution dans un solvant organigque qui ne doit pas réagir avec le réactif
de Wijs.
Consignes de securite

En raison de |a trés grande toxicité du tétrachlorométhane ou tétrachlorure de carbone :
CCl,, par inhalation, ingestion ou contact cutang, il est fortement recommandé de ne pas
utiliser ce solvant organique pour solubiliser les graisses et les huiles et de le remplacer
par un solvant moins toxigque : fluorocarbone 113, trichlore-1, 1, 1 éthane ou cyclohexane
(d'aprés document Merck).

* Fixation de I'iode
ICI s& fixe sur les doubles liaisons des acides gras, selon la réaction :

R-CH=CH-R + IC] ——= A=CH=CH-R
Chlorure diode : 4|:'.I
B eXces

Le réactif de Wijs est apporté en excés pour que la réaction soit totale.

L'exces de IC| réagit ensuite avec de lModure de potassium (K1) pour former du diiode
suivant la réaction :

1=+ ICI T
ion iodure
Kl est ajouté en excés (éprouvette) afin de solubiliser le diiode formé, insoluble dans 'eau.



On dose 'excés d'IC sous forme de dilode,

L'addition d'une maole de IC| sur une double liaison des acides gras équivaut ainsi a
taddition d'une male de dilode.

o  Ragisation d'un téemaoin

Il faut faire la mesure du diiode formé lors de 'addition de Kl au réactif de Wijs :
- en présence {dosage proprement oit) de matiére grasse ;
- en gbsence (témoin) de matiére grasse,

Il est ensuite facile de calculer, par différence, la quantité de diiode qui a été fixé par la
matiere grasse.
» [Dpsage du dilode ibéré aprés addition de 'iodure de potassium (K}

Le dilode {I,) présent dans I'erlenmeyer du dosage et dans |'erlenmeyer du temoin est
dosé par une solution de thiosulfate de sodium (étalonné préalablement par un produit
pur pour analyses @ K,Cr,0- ou KIO, en milieu acide]

Réduction du dilode : l, + 2e-° -2

Oxydation du thiosulfate : 2 50 ————— 5,07 + 2e-

Bilan : I, + 2502 —w= 21" + 5,07
ion thiosulfate ian

iétrathionate

Au cours du dosage, la solution de dilode dans KI se décolore progressivement, le dilode
étant réduit par le thiosulfate (solution brune — jaune de plus en plus pale — incolore).

A la fin du dosage, c'est-a-dire a I'équivalence, les deux phases doivent étre incolores, 1l
n'est pas necessaire d'ajouter de 'empois d'amidon ou du thiodene, en fin de dosage.

2. REACTIFS

* Potasse alcooligue & la concentration voisine de 0,2 mol.dm ~ 3 (& préparer extempo-
ranément) :

- KOH pure pour analyses en pastilles (dissoudre dans le minimum d'eau) : 13 g ;

— &thanol q s p : 1 000 ecm?,

= Corps gras & analyser [indice d'acide ; indice de saponification) :
- corps gras (trioleine huile d'olive vierge. ..} 1 40 g ;
— isobutanol-éthanol {volume & volume) g s p @ 1 000 cm.



Phenolphtaléing : C,pH,0 @ O, - 1 bis (hydroxy - 4 phényl) — 3,3 phtalanne, (Masse

molaire = 318,21 g.mol ~ 4, spit 100 mg = 0,315 mmol).

Préparation d'une solution 8 1 g.dm - 3 fnormes AFNOR) : dissoudre, en agitant, 0,25 g
d'indicateur en poudre dans de I'éthanol (95 % v/v) & la1émpérature ambiante. Amener |e
volume a 200 cm? environ avec de 1'"6thanol et ajouter 0,2 cm® d'une solution d'acide
acétigue de concentration molaire voisine de 1 mol.dm~ # {cette addition permet d'éviter
le rosissement de la solution conservée dans des flacons en verre). Compléter le volume
4 250 cm? avec de I'éthanol et homogéngiser,

L ]

Solution d'acide chlorhydrigue de concentration molaire voisine de 0,2 mol.dm — 3.
Sofvant iscbutanol-éthanol (volume a volume).

Reéactifs de Wijs : réactif commercialisé, prét a I'emploi.

Solution d'iodure de potassium a 100 g.dm =7,

Thiosulfate de sodium & ia concentration molaire voisine de 0.2 mol.dm ~ .

Tétrachiorure de carbone ou solvant de remplacement.
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Le corps gras a analyser est :

— en solution, & la concentration de 40 g.dm ~ 2, dans un solvant isobutanol-&thancl pour
la determination de 1y et Ig |

- & |'état pur pour la détermination de I,

3.1. Indice d'acide : 1,

3.1.1. Essai

Dans un erenmeyer de 150 em?, introduire :

- E, = 10 cm? de KOH alcoclique de concentration molaire voisine de 0,2 mel.dm - 3
i poire d'aspiration) ;

— E = 10 cm?® de solution de corps gras & la concentration de 40 g.dm — 2 dans du
salvant isobutanol-éthanol {poire d'aspiration) ;

- 2 gouttes de phénalphtaléine.



Doser par une solution d'acide chlorhydrigue de concentration molaire voisine de
0,2 mol.dm - 2, en agitant constamment, jusqu'a décoloration stable pendant une trentaine
de secondes. Utiliser une semi-microburette {(capacité 10 cm?, subdivisions 0,05 cm).

REMARQUE . éviter le stockage individuel de KOH alcooligue afin de limiter la carbona-
tation du réactif,

3.1.2. Temoin

Dans un erlenmeyer de 150 cm?®, introduire
- E; =10 cm? de KOH alcooligue (poire d*aspiration) :
- E =10 em? de solvant isobutanol-€thanol {éprouvette) ;

- 2 gouttes de phénolphtalgine,

3.2. Indice de saponification : Ig

La saponification est réalisée dans un « bal-
lon a saponification » ; ballon surmonté d'un
réfrigarant a air de 1 m de hauteur, monté Eszai Témoin
par rodage ou par bouchon caoutchoue [ne
pas utiliser de graisse de rodage).

3.2.1. Essai

Dans un ballon a saponification, introduire :

- E; = 20 cm? de potasse alcooligue
de concentration maolaire veisine de +— Réfrigérant a air
0,2 mol.dm ~ * | poire d"aspiration) ;

- E =10 cm?® de solution de corps gras a
la concentration de 40 g.dm ~ ° dans du
solvant isobutanol-thanol (poire d'aspira-
tion),

Adapter et fixer le réfrigérant & air,

Porter au bain-marie (= 100 *C) pendant
45 mn,

Agiter fréguemment,

Les vapeurs de solvant doivent se con-
denser dans la moitié inférieure de |la
canne de verre ;

Ballon a sapomfication

Bam-marie

- Ajouter 2 gouttes de phénolphtaléing.
Doser par la solution d'acide chlorhydrigue
de concentration voisine de 0,2 mol.dm - 3,
en agitant constamment jusgu'a décolo-
ration stable pendant une trentaine de sec-
ondes.

Fig. 3.2, Schéma du montage dene sapomification



3.2.2. Témoin

Opérer rigoureusement dans les mémes conditions gue |'essai ;

- E; =20 em? de potasse alcoolique de concentration molaire voisine de 0,2 mol.dm ~ 3
{poire d'aspiration) ;

- E =10 cm? de solvant isobutancl-&thanol | poire d'aspiration).

3.3. Indice d'iode : II
3.3.1. Essal

Dans un tube & peser, peser une masss exacte, voisine de 0,2 g de corps gras a analyser,

Dans une fiole d'erlenmeyer bauchant émeri, introduire :
- le tube a peser contenant le corps gras ;
— 20 cm? de tétrachlorure de carbone ou d'un autre solvant { &prouvette).

Consignes de sécurité

Travailler sous la hotte & aspiration.

Refermer immédiatement [a fiole d'erlenmeyer et le flacon de solvant.

Eviter toute inhalation.

Eviter tout contact avec la peau et les yeux (usage éventusllement de gants ; port de
lunettes de protection obligatoire).

= Travailler loin de toute source de chaleur,

- MNe pas rejeter a 'évier les solutions de travail contenant du tétrachlorure de carbone
ou un autre solvant de remplacement. Rassembler ces solutions dans des récipients
metalliques clos et eétanches étiquetés (cf. flacons de récupération Merck...).

Agiter, en évitant toute projection sur le bouchon, pour dissoudre le corps gras dans le
solvant,

Ajouter : B, = 20 cm? de réactif de Wijs (poire d'aspiration).

Maintenir |a fiole derlenmeyer bouchée, a I'obscurité pendant 20 & 30 minutes, en agh-
tant de temps en temps.

Ajouter 100 cm? d'eau distillée.

Ajouter 20 em? de KI & 100 g.dm — 3.

Doser le dilode formé, par une solution de thiosulfate de concentration molaire connue,
voisine de 0,2 mol.dm ~ 3,

Entre deux apports de la solution de thiosulfate versée a la burette, boucher la fiole
d'erlenmeyer et agiter énergiquement afin de former une émulsion entre les deux phases
en présence (phase agueuse supérieure et phase organigue Inférieure). |l faut extraire le
diiode qui se concentre dans le tétrachlorure de carbone ou le solvant de remplacement.

En fin de réaction, les deux phases doivent étre incolores. L'emploi de thiodéne est
inutile.



3.3.2. Témoin

Opérer d'une maniére rigourausement identique.

Dans une fiole d'erienmeyer bouchant émeri, introduire :
— 20 em? de tétrachlorure de carbone |
- E, =20 em?® de réactif de Wijs.

3.4. Questions

1) Déterminer, & partir des résultats expérimentaux obtenus, les indices du corps gras
analyse - 1, g L.

2} A partir de l'indice de saponification (lg) et de I'indice d'acide (l,), deduire Findice : Ig.

3} Conclure sur la nature du corps gras analyse.

= Le corps gras est-il pur ? Calculer, éventuellement, le pourcentage de moles d'acides
gras libres pour 100 moles d'acides gras libres et estérifiees :{l, / lg) x 100.

- Si le corps gras est un triglycéride mixte : calculer la masse molaire du triglycéride
analysé. Calculer le nombre de doubles ligisons par mole d'acide gras.

= Si le corps gras est un triglycéride simple : calculer les masses molaires du triglycéride
et de son acide gras. Calculer le nombre de doubles liaisons par mole d'acide gras.
Donner la formule moléculaire du trighycéride,

4. TECHNIQUE : calculs

Les concentrations C sont x primées en maol.dm 3 et les volumes en cm?>

4.1. Détermination de I'indice d'acide : 1,

Témoin a I"équivalence :

r-ll'_'IH appariées par E2{KOH] = I-III.':II:I + appartées par HCI
-3 _ -3
Copy X E5x 10 = Cine -~ X Vigan . X 10
c Chao « * Vruso o
OH-"—

E,



Dosage a I'équivalence :

r1"::|'H - combinees au corps gras r-Ii::I'H appariées par E1 (KOH) . r!llf:IH— ar eLsEs

3
MoK — combinées au COffd @ias 10 (C oH - % El - EHED . & I""I[:|HE||:II o

‘C LR

- H30 + THAD +
Mo H - combmees au COF PG i 10 A Ei - EH:_m + 1"'r|::n|-|:-||:| F
EE
. 'fE1 |
nDH—-:-:-mI:nn-EEE Bl COTRS graf.= 10 EHE':} + | — & IIlIITH,'Enl:r P ""IIDHEI-U +
|~E2 ¥
3
| o EJ. MH:}H - 10
A= Yhso o] = % Vinao + ~ Vowao -
. E2 E x 40
| r|"ﬂl-'ll:IH
A I:H.'-!-I:l " WTH?.D = UDHE-:} t ) 0.4
Pour M, = 56,1 g.mol - *
56.1

la = a4 Chzo « Mrnso + = Vonao + )

4.2. Determination de l'indice de saponification : I

Témoin & I'éguivalence :

Mow - apportées par E4{KOH) Mhao + apportées par HE

Coy_ % Eyx10-3

-3
Chao + X Vingg, 2 10

I:H:EI-IJ 4 X uTHElD .

OH -
E

€

Dosage a l'equivalence :

Mo combinges s beides grs nDH — mppordaes par B3 KOH) l"{:lH — B axids

-3
No# - combinées aux acides gras 10 [GGH - E3 - 1:H 30+ * I"'II::M:-IIII "



.3 “n3o +* Vinzo + )
Iﬂll::.“'l-l Combindas s aci des gras 10 . EE- - EH:'ID : ® II'II|:|H3'§.'I +
E4
3 I-.E:‘l II.II Illr 4
r-II'_'IH-n:u:lrnt:-lr-l:i-lrs, Aux addes gras 10 A ':HEEI + | — X TH32 + " DH30 + |
(A | J
§ i 3
E3 y y Mu;-:-r- 10
ls = Chao | = * Vinao s = Vomao
E, E % 40
MHDH
b5 = Chao s Vrnao .~ Vonao o) 0.4
Pour M., = 56,1 g.mal ~ 1
56,1
ls = 0.4 ~HI0+ Minzo « ~ Vouso o)

Détermination de la masse molaire du corps gras s'il s'agit d'un trighycéride ©

10-7x1
Mombre de moles de KOH ayant saponifié 1 g de triglycéride ; T‘
|
D'aprés I'équation de saponification Ny, = 3N, e
1073 x g
Nombre de moles de triglycéride correspondant & un gramme de produit © ————
3x56,1
_ _ 3x 56,1
Masse d'une mole de triglycéride (M gomol - 1) ;. ——
10 xlg

4.3. Indice d'iode : II

- [ans ce dosage : une mole de chlorure d'iode correspond a une mole de dilode,
d'ol imgy =0y et G =Gy
—~ D'autre part, d'aprés I"équation de réduction du diiode par le thiosulfate :

- 2-
n, = 1/2 Ngapy

Temoin : y yocses = 172 Ngapa™
Cpop X oy ¥ 1072 =1/2 Coppa? X Wy x 102



vy

d'ol : C., =1/2C K —
ICL / 52{,32 - -
2L
Dosage :
M2 fixdes par le corps gras = MeL apportées par 1 M2 dosies piar 5105 -
= -3
M2 fixdes par le corps gras - 10 |:EII.':!L X EIIEL -1/2 EEEDg - A ‘u"n:l
P EL
n =10 (1/2C V. x —-1/2C LY
12 Tixfes par e corps gras 5203 2 T oL 5203 2- n:l
: -3 100
b = M2 fisdes par 100 ¢ de comps gras 10 x1/2 ES?EIE? -WT B UDJ x Mm . m
E
C
I, = 12,7 Emi_{v Vo)
= A — -
| mE T D

L'indice d'iode |, permet de calculer le nombre de doubles ligisons par molécule d'acide
gras (soit M g.mol - 1, la masse molaire du corps gras pur).

Le nombre de moles de dilode (ny,} fixées sur 100 g de corps gras pur est

Le nombre de moles de diiode fixées sur une mole de corps gras pur @st égal au nombre
de doubles laisons (n,) présentes par mole de corps gras ; soit

I, x M
nﬁz —
254 ¥ 100



5. EXERCICES

Exercice n® 1 : calcul des indices

Calculer les indices d'acide 1, de saponification lg, d'ester Ig et d'iode ), des corps gras
suivants :

acide linolénique : CHy~CH,~CH=CH-CH,~CH=CH-CH,~CH=CH-{CH,} 7-CO0H (M = 278 g.maoi - )
acide stéariqua : CHy- (CH,)16-CO00H (M = 284 g.mol "
O

1]
tripalmiting :  CH,~O-C—{CH,),,~CH, (M =806 g.mal T}
0

|
\ I
CH,~0-C~{CH,},4~CH,,

Ii
CH-O-C-{CH,},,~CH,
)

linoléate de cholestére! : cholestérol M = 387 g.mal — 7 ; acide linoléique M = 280 g.mal — ',

Exercice n° 2 : détermination de la formule moléculaire d'un triglycéride simple et pur
On a determing I'indice de saponification d'un triglycéride : Ig = 190.

Déterminer les masses molaires de ce triglycéride et de son acide gras.

Donner la formule moléculaire de ce triglycéride.

Exercice n® 3 : détermination de |la formule moléculaire d'un triglycéride pur et optique-
ment inactif

A partir des résultats expérimentaux suivants, déterminer 1a structure et nommer le trigly-
cénde analysé :

1) On traite 3,552 g du triglycéride par 20 cm® d'une solution de potasse alcoolique de
concentration molaire égale 3 1 mol.dm ~ 3, pendant une heure, au bain-marie,

L'excés de potasse alcoolique est dosé par 8 em? d'une solution H,50, de concentration
molaire égale a4 0,5 mol.dm 3,

En déduire la masse molaire (M g.mol ~ 1) du triglycéride.

2) On traite 4,44 g du triglycéride par 10 cm? d'une solution d'iode de concentration mo-
laire égale & 1 mol.dm -3,

Le diiode en excés est dosé par 10 cm? d'une solution de thiosulfate & Ia concentration
molaire de 1 mol.dm ~ 3.

En déduire le nombre de doubles liaisons (n,].

A partir des résultats expérimentaux suivants, proposer une structure pour le triglycéride
analyss,



Exercice n® 4 : estimation de I'altération d'une matidre grasse

1) 5 g de matiére grasse nécessitent 5.5 cm? de potasse alcooligue & 0.5 mol.dm~2 pour
neutraliser les acides gras libres,

27 1 g de matiére grasse, nécessite, dautre part, 11,3 em? de potasse alcooligue &
0.5 mol.dm ~3 pour neutraliser les acides gras libres et saponifier les acides gras
combinés,

Exprimer les indices d'acide l,. de saponification I5 et d'ester |E de la matiére grasse
analysée. Calculer le pourcentage d'acides gras libres. Cette matiére grasse est-elle
comestible 7

Exercice n® 5 : analyse d'un triglycéride (BAC)

L'indice de saponification d'un triglycéride pur est égal 3 196 et son indice d'iode a 59,
L'analyse chromatographique de ses acldes gras constitutifs révéle gu'il s'agit d'acide
palmitique et d'acide oléique,

Déterminer la masse molaire du trighycéride et sa structure.

Données 11 =127 gmaol ' ;K =391gmol "1 :0=16gmol -1 ;H=1gmol ~1;
C=12g.mol 1,

* CORRECTION DES EXERCICES

Exercicen” 1:

a Is le h
56 100 n, ester x 56 100 m, x 254

- = =l -1, =———— x 100

Mf"l::'-'.llﬁ el M-:-'w.u: S |l|llr|:-:lr|:ve: Gras
acide Inclenique 202 202 ¥ 274
acide stearnque 188 108 0 i
tripakmitine 0 209 209 o
linodeate de chalestérol -
M=649gmol -1 (3] a 88 B& "7
M peger - NOMbAe de kaisons ester présentes dans le lipide.

Exercice n® 2 :

n % 56 100

l.ester

190

M = 886 g.mol

triglycéride —



M:rlgly-:Enr.te =(3xM + M + 92 - Bd} =
B86 g.mol 1

Mocice gras = 282 g.mol ~ L. Il 'agit de fa trioléine.

acide Bras glycerol acide gras

Exercice n® 3 :
(20%10 -8x10  x0,5x%2)

Myaeerige S80S 3,552 g de matiére grasse =
3

3,552 x 3
M

wighebride — = BBB g

(20%x10 " -8x10  x 0.5 x 2)

(10x 1077 -1/2x10x 10 ) x 888 .
4,44

n
A

II"'III:rigl:.'l:'E‘ri-:I-Eh =20ty + IIII|IIIg;h.'l:-zn:n! - 3My,, = 888 g mol - 1
2% +y =850 dol 282g.mol -1 Sx=y=< 284 gmol !

x = masse molaire de ["acide stéarique = 284 g .maol
¥ = masse molaire de "acide aléiqgue = 282 g.mal —1

I s'agit du glycéride de stéaro-oléo-stéarique ou oléodistéarine (o stéarate, B stéarate)
joptiguement inactif).
Exercice n® 4 :
55x10 " x 0,5 x 56 100
4= =31
5

11,3 % 10 "% 0.5 x 56 100
Ig = - 317
1

lg = 317 = 31 = 286

¥ d'acides gras = (1 / lg) x 100 =98 % : matiére grasse impropre a la consommation.

Exercice n® 5:

3 x 56 100

-1
wigheéride ~ — 198 B59 g.mol

M

I %838 594850 .

n = -

254 x 100 254 x 100

Il s’agit du glyceride palmito-dioléigue ou de la palmito-dioléine.
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Le but de la manipulation est de déterminer la teneur en azote organigque et
minéral d'un produit biologique ou d'un produit agro-alimentaire.

L'azote dose dans une urine est essentiellement organique. Dans les conditions
physiologiques, 80 a 85 % de |'azote total urinaire provient de I'urée et la quan-
tité d'urée éliminée varie en fonction de la guantité de protéines apportées par
I'alimentation.

L'azote du lait est essentiellement organique et protéique ; la détermination de
I'azote Kjeldahl est utilisée pour estimer la tenaur en protéines totales du lait.

L'azote présent dans une eau est organique (protéines, peptides, acides ami-
nés ou urée) et minéral (ammoniac, nitrates ou nitrites). Une variation de sa
teneur dans une eau lors d'un controle de qualité peut étre un indicateur de pol-
lution.

La matiére organigue est préalablement détruite par minéralisation.

I, ST r_mnmu..:' iT.e T _-'_il" at ""_.|": TRl e T = DGR TR TR

1. PRINCIPE

-t .El"_li ..‘-'Iill'r".ﬂil'l’-“.-’!-um"]l.—" da_ = a'.""'" - '. 5 .": m oEmr Tl A S T TN

1.1. La minéralisation

L'echantillon a analyser est mineralise par voie humide, en présence :
— d'acide sulfurique concentré, parté a ébullition ;
- de catalyseurs minéraux.,

Dans ces conditions opératoires, 'acide sulfurique oxydant minéralise les éléments
chimigues de la matiére organique : C, H, N, 0. F, 5 en CO,, H,0, phosphates, oxydes de
soufre, tandis que 'azote organique est réduit en ammoniac, fixé sous forme de sulfate

d’ammonium.

1.1.1. Les catalyseurs minéraux

Les catalyseurs accélérent la minéralisation ; la minéralisation est géndralement lente.
Elle peut durer de 30 & 180 min selon les échantillons analysés gui résistent plus ou
moins @ 'action de "acide sulfurigue concentré et bouillant. La présence de catalyseurs
permet d'atteindre plus rapidement la fin de la minéralisation.



Les catalyseurs augmentent le rendement de la minéralisation : la minéralisation de I'a-
zote est totale pour les fonctions arotées simples : fonctions amines, amides... Mais elle
egst partielle ou impossible avec les composeés nitrés, nitroses, avec les oximes, I'hy-
drazine et =ses dérivés. et avec les hétérocycles azotés (azote des bases arzotées des
acides nucléigues, azote des coenzymes : NAD *...). Le choix du catalyseur est alors
important,

Les meélanges catalyseurs les plus souvent utilisés sont constitués de sulfate de potas-
sium, de sulfate de cuivre, d'oxyde de mercure.

Parmi ces catalyseurs :

-~ certains servent a élever la température d'ébullition au cours de la minéralisation : le
sulfate de sodium ou mieux, le sulfate de potassium. 1S sont introduits en gquantité suffi-
sante pour élever la température d'ébullition de 217 *C & environ 360-380 °C en fin de
minéralisation ;

— d'autres facilitent la mineéralisation en augmentant le pouvoir oxydant de H.50, con-
centré et bouillant : sels de cuivre, de seélenium ; oxydes de potassium ;| permanganate
de potassium...

Les deux catégories de catalyseurs sont souvent meélangées a l'avance : « catalyseur
composeé » Des tablettes de catalyseur, de formule variable sont par ailleurs commercia-
lises.

REMARQUE : il faut éviter I'usage du mercure a cause de sa toxicité et des risques de
pofiution par les effluents. D"autre part, si le catalyseur renferme du mercure, celul-ci doit
etre précipité a 'aide d'hypophosphite de sodium ou de potassium introduit a I'état sec
(1 g d'hypophosphite de sodium ou de polassium pour 1 g de mercure) avant 'alcalini
sation qui précéde la distillation de "ammaoniac.

Des métaux comme le sélénium, le titane, le tungsténe... peuvent remplacer dans bien
des cas le mercure,

La minéralisation doit étre compléte. Le fail que le liquide, aprés s'étre &clairci, ne
change plus de teinte, n'indique pas nécessairement que la minéralisation soit achevée :
I"arote de certains acides aminés comma la lysine, le tryptophane, ou la tyrosing n'est
minéralisé que par un chauffage prolongé de 30 a 80 min aprés la décoloration.

En géndral, un chauffage complémentaire de 30 & 40 min aprés la décoloration du
minéralisat est suffisant.

1.1.2. Matériel utilisé

- Un matras de Kjeldahl dont le col allonge sert de condenseur des vapeurs.

= Une rampe de minéralisation avec chauffage électrique dont la température est contri-
lée par thermostat... Le dispositif de chauffage doit permettre de chauffer le matras en
position inclinée (30 a 45° par rapport & la verticale) de telle maniére que seule la partie
du ballon située au-dessous du niveau du liguide soit soumise au chauffage.



1.1.3. Consignes de sécurité

- Le port des lunettes de sécurité est conseillé au cours des étapes délicates du dosage
de ['azote total (minéralisation et distillation).

- L'acide sulfurique concentré doit &tre manipulé avec précaution : verser soigneusement
le produit du commerce concentré dans un bécher propre, sec et étiqueté, puis a 'aide
d'une éprouvette graduae introduire I'acide sulfurique dans le matras.

- La minéralisation doit étre conduite avec précaution car elle met en ceuvre de |'acide
sulfurigue concentré et chaud. 1l faut veiller & ce que le contenu du matras ne s'éléve pas
dans le col en moussant lors de I"ébullition,

— Introduire une bille de verre dans le matras afin de régulariser I"ébullition.

— Au cours de la minéralisation, I'acide sulfurique se décompose partiellement et il se
dégage du dioxyde et du trioxyde de soufre {50, el 50,) sous forme de vapeurs blan-
chatres trés irmitantes gu'il faut éviter de respirer. Pour éliminer ces vapeurs toxiques, il
convient d'utiliser un dispositif d'absorption des vapeurs ou une hotte d'aspiration.

— Au cours de la minéralisation, il faut réguligrement agiter le matras par rotation, de
fagon a faire glisser vers le fond du matras les particules de substances qui adhérent aux
parois. L'utilisation d'un doigtier est conseillé pour éviter les brilures au contact du verre.

- En fin de minéralisation, laisser refroidir les matras soit sur les rampes de minérall-
sation en arrét de fonctionnement, soit au contact de I'air (fixer les matras au niveau du
col a des supports stables par 'intermédiaire de pinces métalligues).

1.2. Alcalinisation et entrainement de I'ammoniac

Aprés dilution du liguide de minéralisation avec de 'eau distillée, il faut ajouter un excés
d'hydroxyde de sodium (introduire & I"éprouvette un volume de lessive de soude tel que le
nombre de moles d'ions OH™ apportés soit environ 1,2 a 1,5 fois plus grand que le nom-
bre de moles d'ions H,O * utilisés pour la minéralisation :

~- l'acide sulfurique est neutralisé ;

- l"'ammoniac formé est entrainé par distillation

NH;* + OH~ —— = NHy + H,0

1.2.1. Appareillages

Divers appareillages sont actuellement proposés en fonction du type de dosage a
réaliser, par exemple :

— appareils a distiller de Schioesing pour les dosages en macrométhode et a réaliser en
petit nombre : le minéralisat est transféré quantitativement dans le ballon a distiller. Le
montage de |'appareil a distiller de Schloesing est schématisé sur la figure 4.1, ;

— appareils totalement automatisés pour les dosages en série : ["alcalinisation et I"entrai-
nement de I'ammoniac se font directement dans ie matras ;

~ gppareils de Markham avec entrainement & la vapeur d'eau pour les dosages en seml-
microméthode (fig. 4.2.).



Appareil de Schloesing

Il comprend :
un ballon & long col |

un réfrigérant a eau |
— une gllonge a boule.

un piége a hydroxyde de sodium ;

Pisige &
hydégnyde de

sodium

L'étanchéité en (1) et (2) est assu-
rée par de la feuille anglaise gui
doit maintenir en contact les

extremités des verreries.

Ballon & =
long eal

Pour faciliter la mise en place de

cagutchous sur le verre, 1l est con-
seillé de mouiller avec de 'eau dis-
tillée le verre et le caoutchouc qui

doivent entrer en contact.

. ' L
Hu."

i1l

- -

Brancher le réfrigérant et faire
bouillir de 1"'eau distillée dans |le
ballon du montage afin de rincer

I'appareil a la vapeur d'eau.

Appareil de Markham
Tub® de $Ecurnitg —

i'u'a pEur

Ginérateur de v peur-- "

Eau acidifide

Pigrre ponce

Flg. 4.2.

=y
Eau
Aelrigérant ——
& oanu
Eau
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Allonge
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Fig. 4.1.
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Il comprend :
— un générateur de vapeur d'eau ;

- un barboteur pour ['entrainement de ["ammoniac par |a vapeur d'eau, associé & un
entonnoir pour l'introduction des réactifs et & un pigge a eau, Lorsque I'arrivée de |a
vapeur d'eau est interrompue (tuyau clampé entre le générateur et le barboteur), I'appa-
reil se vidange automatiguement et est prét pour 'essai subvant. Arréter immédiatemeant
le chauffage pour que la surpression engendrée dans le générateur de vapeur ne dépasse
pas les capacités du tube de securite ;

- un réirigérant a eau.

Introduire dans le ballon généragteur de vapeur d'eau, de I'eau et guelgues gouttes de
H,50, dilué. Rincer 'appareil a la vapeur d'eau.

La circulation de (‘eau dans les réfrigérants doit se faire du bas vers le haut afin que 1a
condensation des vapeurs distillées soit efficace.

1.2.2. Conduite de la distillation

Dilver le contenu du matras tiede par addition progressive d'eau distillée : éviter que le
contenu du matras prenne en masse |lors du refroidissement, sinon tiedir légerement
pour permettre |a redissolution.

Transvaser gquantitativement le contenu du matras dans |2 ballon de I"appareil & distiller.
Rincer soigneusement le matras et joindre les eaux de ringage au minéralisat.

L'allonge du réfrigérant doit plonger dans la solution de recueil du distillat.

Alcaliniser le minéralisat par addition de lessive de soude & I'éprouvette. |l est possible
de vérifier si I'alcalinisation est suffisante, en ajoutant préalablement deux a trois gouttes
de phénolphtaléine qui doit rosir aprés ["addition de la lessive de soude.

Distiller en chauffant modérément et régulierement afin d'éviter le passage des vapeurs
de soude ou une aspiration de la solution de recuell dans 'allonge a boule. L'entrai-
nement de l"ammoniac se produit trés rapiderneant. A la fin de la distillation, abaisser la
solution de recueil de fagon & ce gue "'embout de ['allonge & boule ne plonge plus dans la
solution de dosage : les vapeurs qui se condensent rincent alors l'intérieur de I'allonge.

Arréter le chauffage puis le réfrigérant quand le montage est refroidi.

1.2.3. Consignes de sécurité

— La lessive de soude doit étre manipulée avec précaution : verser solgneusement le pro-
duit du commerce concentré dans un bécher propre, sec et étigueté, puis a 'aide d'une
éprouvelle graduée introduire dans le ballon a distiller le volume nécessaire a
I"alcalinisation du liquide de minéralisation.

Me pas échanger les éprouvettes graduées utilisées pour mesurer les volumes d'acide
sulfurigue concentré et de lessive de soude,

- Le montage doit étre stable, les différents éléments du montage étant fixés & un
support par des pinces métalliques.



1.3. Dosage de I'ammoniac

Au cours de la distillation, I'ammoniac est entraing par la vapeur d'eau gui est condensée

et recueillie a la sortie du réfrigérant en vue soit d'un dosage direct, soit d'un dosage en
retour de "ammoniac du distillat.

1.3.1. Dosage direct

L'ammoniac est dose par un acide fort (H,50,) au fur et a mesure de |'entrainement par
distillation (fig. 4.3.).

Deux couples acide/base interviennent au cours du dosage .
- lecouple : H;O0% / HO;
- lecoupe : NH; / NH3 (pka =921,

L'acide le plus fort, Hy0* agit sur la base la plus forte MH, par une réaction pratiquement
totale, alors que la dissociation de NH; est négligeable (acide trop faible).

NHEI + HSD'—I- NH,{+ HED
base acide acide bhase

[y}

mad dmed

Fig. 4.3. Dosage d'une solution dammoniae & 0,01 mobdm - par une solution d'acide sulfurique &
0.01 maol H,0 ¥ dm -4

La courbe de neutralisation montre que |le pH de neutralization de 'ammoniac est :
5 < pH équivalent = 6.

A ['&guivalence, la solution de dosage est acide. |l faut donc choisir un indicateur de pH
convenable dont la zone de virage correspond 3 la zone d'équivalence :

milgw acide oH files de virage miley basique
= vart da bramocrésol jELIrE 3.8 varl 5.4 bleu
= rouge de mathyle TOLE 4.2 ofangse 62 jaune




Indicateur de Tashiro ou indicateur RB : mélange de rouge de méthyle (indicateur de pH)
et de bleu de méthyléne (colorant de contraste) .

il acitke pH limitas de virage miiliey basigus
= | rouge de méthyle rouge 42 orangé 6.2 BT
= bleu de mathyléneg blew bleu bau
— indicateur de Tashiro violet gris sale vert

En fait, il est préférable de recueillir le distillat dans une solution d'acide borique (pKa =
9,2) qui « fixe « I'ammoniac, volatile, sous forme d'ions NH; stables, par la réaction suiv-
ante :

NHa + HB [GH}4—F MH; + B(OH) a

ion borate
L'ion borate est alors dosé par 'acide fort verse a la burette :

B(OH); + H,0f ———® H{BOH), + H,0
ion borate

Avant le début de la distillation, la solution de recueil du distillat {acide borigue + indi-
cateur de Tashiro) sera amenée & la teinte gris sale de l'indicateur. Si besoin, utiliser
pour acidifier une salution d'acide borique verdatre guelques gouttes d'acide fort dilué
(compte-gouttes), ou, pour alcaliniser une sclution d'acide borique rouge violacée,
quelgues gouttes d'une base forte diluée (compte-gouttes).

Au cours de la distillation, I"acide fort (H,S0,) est versé a la burette de maniere & rétablir
la teinte gris sale qui disparait aprés quelgues minutes de distillation guand "ammoniac
se dégage (coloration verte de |la solution de recueil).

L'acide fort doit étre préalablement étalonné par pesée d'un produit pur pour analyses
{hydrogénocarbonate de sodium ou de potassium, carbonate de sodium ou de potassium,
tétraborate de sodium hydraté).

A |a fin du dosage, on peut écrire que le nombre de moles d'azote, Mi minéralisat® présent
dans I"échantillon analyse st |

N mindralisat = Min distitat = MH,0 + versées & ta burette

Pour un volume E cm?® d'échantillon analysé, de concentration molaire en azote Cpy et
pour un volume d'acide sulfurique Vi, cm? versé A la burette au cours du dosage, |'éguiva
lence ci-dessus peut étre exprimée par :

La concentration massigue de ["échantillon analysé en grammes d'azote total par dm? est
2% Ciyogpa X Vg 2 X Cyyps0a X Vi

Py = X My, X 14
E E




1.3.2. Dosage indirect ou en retour

Le distillat est recueilli dans un excés précis d'une solution d'acide fort [acide sulfurlgue).
Une partie de I'acide fort est neutralisée par "ammaoniac. 4 la fin de la distillation, I'excés
d'acide fort est neutralisé en présence de I'indicateur de Tashiro, par une base forte ; une
solution d'hydroxyde de sodium, versée a la burette (virage du rouge violacé au gris sale),

Ce type de dosage évite les pertes d'ammoniac distillé mais la fin de la distillation est
difficile & estimer : on considére soit le volume de distillat recueilli, soit la durée de
I'opération. Ces critéres ne peuvent étre retenus que si des essais préalables ont montre
gue la distillation est totale dans les conditions opératoires choisies, Une distillation
incompléte de I'ammaoniac ou un entrainement accidentel de "hydroxyde de sodium qui a
servi a déplacer I'ammoniac peuvent passer inapergus. Il est possible de s'assurer de la
fin d'une distillation en plagant du papier pH a Mextrémité du réfrigérant.

Les concentrations molaires de I'acide fort et de la base forte doivent étre connues. Une
des deux solutions (la solution d'hydroxyde de sodium par exemple) peut étre étalonnée
par pesée d'un produit pur pour analyses (acide oxalique, hydrogénophtalate de potas-
sium) puis servir a déterminer la concentration molaire de 'acide fort.

A la fin du dosage, on peut €crire que le nombre de moles d'azote, ny oo, Présent
dans |'échantillon analysé est :

N minéralisat = Mkg distillat = MHa0+ initisles ™ MOH™ versées & 1a burette
Ay minralisat = (2 X Chasoq X Eg— Coy- % Vi) 1073
(Volumes en cm?)
Si Cyogng €8t déterminé par dosage volumétrique a l'aide de la solution d'hydroxyde de
sodium (temoin) :
Con-* ¥

Chzsoa =
2 nEs

Pour un volume E cm? d"échantillon analysé, de concentration molaire en azote Ch

(L Cou XV -3 Ep | -3
"HminErHiHm=[21ﬁxED_EDH' XMW (1077 =Cgy- I"'ITE__'I"'i:I 107 =Cy xE-10
T T

LS

La concentration massique de I'échantillon analysé en grammes d'azote total par dm?
est :

pN:EﬂH"'
E

Ep c Ep
o B = OH e 2 14
""TET ""i:l]?'E N c [""‘FET ""i:l]-‘:

La méthode de Kieldah! est trés souvent retrouvée comme méthode officielle ou conven-
tionnelie pour la détermination de la teneur en protéines d'un produit. Il est a noter que
cette méthode de dosage de |'azote ne permet pas de distinguer |'azote non protéigue de
I'azote protéique et ne rend pas compte de la valeur réelle en protéines de I'échantillon
analyse,



En tenant compte de [a composition en acides amings, la tengur moyenne en azote des
protéines purifiges d'origing animale ou végétale est par convention estimée & 16 %,
celle des cellules bactériennes a 14 %. |l faut donc multiplier la teneur en azote par un
coefficient égal a 6,25 (100/16) pour évaluer la teneur en protéines si ["échantillon est
d'origing animale ou végétale, égal 4 7,14 (100/14) s'il s'agit de protéines bactériennes.
Ces approximations entrainent des erreurs souvent non négligeables en fonction de la
teneur €n azole non protéique de "échantillon.

2. DOSAGE DE L'AZOTE TOTAL URINAIRE

2.1. Réactifs

Urine a doser.

Acide borigue 3 40 g.dm ~ 2,

Acide sulfurigue pur {d = 1,83).

Sulfate de potassium.

Catalyseur d'oxydo-réduction.

Lessive de soude (d = 1,33).

Solution d'acide sulfurigue de concentration molaire voisine de 0,01 mal.dm — 2.

Indicateur R B ou de Tashiro :
rouge de méthyle : solution 4 0,5 g.dm -~ dans I'éthanol 4 95° GL ;
Bleu de méthyléne : solution aqueuse a 1 g.dm ~ 9,

Ajuster I"apport de bleu de méthyléne de maniére a obtenir une teinte gris sale a pH 5,5.

™

Solution d'hydroxyde de sodium de concentration molaire voisine de 0,02 mol.dm — 3.

Produits purs pour analyses pour |"&talonnage par pesée d'un acide fort et/ou d'une

base forte.



2.2. Fiche technique

2.2.1. Minéralisation

Dans un matras de minéralisation de 30 cm?, introduire :
- urine diluée au 1/20 : 5 cm” ;

- H,50, concentré {éprouvette) : 1 em?

sulfate de potassium (K,50,1 . 0.5 €

catalyseur de minéralisation ; une pointe de spatule.

Ajouter une bille de verre,

Mingraliser ; porter & ébullition rapidement et fortement au début de fagon a chasser
I'esau, puis maintenir une ébullition assez vive, Le mélange brunit puis devient limpide,
d'une teinte bleu verdatre trés pale. Continuer a chauffer encore pendant environ 30 min-
utes. Ne jamais surchauffer, ni chauffer a sec.

Laizser refroidir le minéralisat & "air. Obturer le matras pour éviter toute contamination
avec des vapeurs d' ammoniac.

2.2.2. Entrainement de |'ammoniac

Reprendre le liquide de minéralisation par 10 4 20 cm? d'eau distillée.
Chauffer légérement pour redissoudre le contenu du matras, si celuici est pris en masse.

Transvaser le mineralisat dilue et les eaux de ringage dans le ballon a distiller contenant
environ 1/3 de son volume en eau distillée et 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine.

Ajouter des fragments de pierre ponce.

Quand le montage est prét ('embout de "allonge deit tremper dans la solution de recueil
el I'eau circuler dans le réfrigérant). alcaliniser le contenu du ballon a distiller par 3 &
5 cm? de lessive de soude.

Refermer immédiatement 'appareil et distiller pendant 10 a 20 min,

2.2.3. Dosage de 'ammoniac

Meéthode directe

Dans une capsule de porcelaine, préparer la solution de recueil de |"ammoniac : 15 em?
d'acide borigue additionné de quelgues gouttes d'indicateur de Tashiro (ou R B) el amensd
préalablement & |la teinte sansible gris sale de 'indicateur.

Doser I'ammoniac au fur et & mesure qu'll distille, a "aide d'une solution d'acide sul-
furigue de concentration molaire C,c,, proche de 0,01 mel.dm - 3 gtalonnée au préal-
able par pesee d'un produit pur pour analyses (semi-microburette @V, < 10 em?). Le

dosage est considéré comme terming lorsgue la teinte gris sale subsiste pendant 2 &
3 minutes.



Méthode indirecte

Recueillir le distillat dans un excés E; = 20 ¢cm® d'acide sulfurique de concentration
molaire Cy,cq, Proche de 0,01 mol.dm ~ 3, en présence de quelques gouttes d'indicateur
de Tashiro.

A la fin de la distillation, doser "excés d'acide sulfurigue contenu dans la capsule par une
solution d'hydroxyde de sodium de concentration molaire voisine de 0,02 mol.dm -3
(burette de 25 em® : ¥, > 10 cm?),

La solution d'hydroxyde de sodium est & étalonner par pesée d'un prodult pur pour analy-
S5,

Réalisation d'un témoin-dosage : doser en présence d'indicateur de Tashiro E; cm?®
d'acide sulfurique par la solution d'hydroxyde de sodium.

2.2.4, Questions

Déterminer la masse d'azote éliminé en 24 heures par les urines : dU-Azote (gm) en g.

Données 1 N = 14 g.mol - 1 : diurése du patient dU = 1,5 dm® en 24 heures ; dU-Azote
igm) : 8 8 16,5 g.

2.3. Technique : calculs

Urine minéralisée diluge par un coefficient 1,/d = 1,720,

Dosage direct :

2 % Cyzs00 ¥ Vo
dU-Azote (gm en g} = x 14 xd x dU = 168 x Coepq X Yy

E
Dosage indirect :
Con- Ey Egy

dU-Azote (gm en g) = Vi— =V |x 14 xdxdU=84 xC,, [|V,—-V,

E ET ET



3. DOSAGE DE L'AZOTE TOTAL DU LAIT

e m—duEr e RA ETL— TmeEI T

L'azote organique du lait est 3 95 % protidique. Par convention, une conslante de
6,25 est utilisée pour convertir la valeur de "azote Kjeldahl du produit en teneur de pro-
Léines.

Un coefficient de 6,38 qui tient compte de la composition en acides aminés des pro-
téines du lait est parfois utilisé.

3.1. Reéactifs

s [ ait & analyser.
+ Solution d'acide suifurigue de concentration molaire voisine de 0,05 mal.dm =2,

Pour les autres réactifs, se reporter au § 2.1.

3.2. Fiche technique

3.2.1. Minéralisation

Dans un matras de minéralisation de 100 em?, introduire :

— lait préalablement agité : 5 cm® {(ou m = 5 g de lait en poudre). (Utiliser une pipette a
écoulement total et gjouter un minimum d'eaux de ringage de la pipette) ;

- sulfate de potassiom : 4 g ;

— catalyseur de minéralisation : 2 g ;

- H,50, concentre {éprouvette) @ 15 a 20 em.

Verser lentement et en agitant par rotation douce.
Ajouter une bille de verre.

Placer le matras en position inclinéga sur la rampe & minéralisation.

Chauffer d'abord doucement puis augmenter progressivement le chauffage jusqu'a I'ébul-
lition douce. Agiter de temps en temps.

Le lait charbonne et de |la vapeur d'eau se dégage.

Poursuivre le chauffage pendant au moins 30 minutes aprés l'obtention d'une solution
limpide.

Laisser refroidir le matras, obturé pour éviter toute contamination par des vapeurs
d'ammoniac.



3.2.2. Entrainement de l'ammoniac
— Dans le matras, introduire progressivement 30 a 50 cm?® d'eau distillée (tiadir léga-
rement si le contenu du matras prend en masse).

— Transvaser gquantitativement le contenu du matras dans le ballon a distiller,
Ajouter les eaux de rincage du matras.

— Ajouter de 'eau distillée pour que le ballon soit remph jusqu'au 1,/ 3 de sa capacité,
- Ajouter des fragments de pierre ponce.

Quand le montage est prét ('embout de "allonge doit tremper dans |a solution de recueil
et I'eau circuler dans le réfrigérant), alcaliniser le contenu du ballon & distiller en intro-
duisant & I'aide d'un entonnoir 55 4 65 cm? de lessive de soude. Refermer immédiate-
ment "appareil et distiller en chauffant modérement et réguliérement.

3.2.3. Dosage de I'ammoniac par méthode directe

Dans une capsule de porcelaine, préparer la solution de recueil de 'ammoniac @ 20 em?
d'acide borique additionné de guelgues gouttes d'indicateur de Tashiro {ou RB) et amené
préalablement a la teinte sensible gris sale de [“indicateur.

Doser "ammoniac au fur et & mesure qu'il distille. & I'aide d'une solution d'acide sulfu-
rique de concentration molaire Cy .o, Proche de 0,05 mol.dm - 2 étalonnée au préalable
par pesée d'un produit pur pour analyses.

Le dosage est considéré comme terminé lorsque |a teinte gris sale subsiste pendant envi-
ron 5 minutes de distillation.

3.2.4. Questions

1) Déterminer I'azote total ou azote Kjeldah! du lait en g.dm =3,
2) Calculer la concentration des protéines du lait, exprimée en g.dm ~ 3,

3.3. Technique : calculs

L'azote Kjeldahl du Isit en g.dm~ 3

2 % Chogpg X Vp

Py = T X14=56x%Cen, XV

En considérant que les protéines du lait contiennent 16 % d'azote en masse, la concen-
tration des protéines du |ait, exprimée en g.dm 3 est

100
16
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4, CONTROLE DE LA QUALITE D'UNE EAU
DOSAGES DE L'AZOTE KJELDAHL
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Semi-microméthode de Markham
L arote total d'une eau correspond essentiellement & 4 catégories de composes azotés :

N total = N CIg BnigRE * N_r_;IH-'1 p ¥ NNDE _t N‘*-'G'El -
azote Wjeldahl

Le dosage de I'azote Wjeldah! d'une eau ne permet pas de déterminer I"azote total © I'a
zote oxydé {NO 5, NO 5) et I'azote des composés nitrés ou nitrosés ne sont pas doses. ||
correspond au dosage de |'azote organique réduit et de P'azote ammoniacal :

Ntlrg,ﬂnlqm: * NNHq- +"

Aprés minéralisation de 'azole organigue, la gquantité d'ions ammonium formeés étant
réduite. I"ammoniac déplaceé en milieu alcalin est entraing par un courant de vapeur d'eau
selon la semi-microméthode de Markham.

Le montage de I'appareil & distiller par entrainemesnt a la vapeur d'eau de Markham est
schématisé sur la figure 4.2,

4.1. Réactifs

* Eau a analyser.
* Solution d'acide borique & 5 g.dm -
« Agant anti-moussant.

Four les autres réactifs, se reporter au § 2.1.

4.2. Fiche technique

4.2.1. Minéralisation

Dans un matras de minéralisation, introduire :

— Eau & analyser {eau de riviére ou d'un puits) : 50 & 100 em? {I"échantillon doit contenir
de 0,2 a 20 mg d’ammaonium) :

- H,S0, concentré (éprouvette) © 10 cm? ;

-~ Catalyseur de minéralisation : 1 g.

Ajouter une bille de verre,



Chauffer forterment.
Poursuivre la minéralisation jusqu’a I'obtention d'une solution limpide.
Laisser refroldir le minéralisat a I'air.

4.2.2. Entrainement de I'ammoniac

= Introduire dans le générateur de vapeur, de 'eau distillée additionnée de quelques
gouttes d'acide sulfurique dilué pour fixer d'éventuelles traces d'ammoniac.

— Porter & ébullition I'eau distillée du générateur de vapeur. Rincer |'appareil & la vapeur
d'eau. Vidanger |'appareil.

- Deébrancher e générateur de vapeur d'eau et continuer a faire chauffer I'eau.

— Dans la capsule en porcelaine, préparer la solution de recueil : acide borique &
5 g.dm - ¥ {environ 25 cm?) ; indicateur de Tashiro (quelques gouttes).

Amener la solution de recueil & |a teinte gris sale de I'indicateur et y plonger I'allonge du
réfrigérant.

- Diluer le produit de minéralisation par addition d'eau distillée, I'introduire dans le bal-
lon ou barboteur de "appareil. Joindre les eaux de lavage du matras.

— Introduire lentement dans I'entonnoir 50 cm? de lessive de soude (&prouvette) addi-
tionnée de phénolphtaléine pour vérifier I'alcalinité du minéralisat. Obstruer aussitét
'entonnoir,

= Commencer "'entrainement de "ammoniac : brancher le générateur de vapeur.

4.2.3. Dosage volumétrigue de I'ammoniac

Doser I'ammoniac au fur el & mesure de son entrainemeant a 'aide d'une solution d'acide
sulfurigue de concentration molaire égale ou inférieure 3 0,01 moal.dm ™ . Utiliser une
microburette (V < 5 cm?) ou semi-microburette (V < 10 cm?).

4.2.4. Questions

Déterminer la teneur en azote Kjeldahl exprimée en milligrammes par dm 2 d'eau & ana-
Iyser.

4.3. Technique : calculs

3. 2% Cyo50a X Vp Vo
Azote Kjeldah (mg.dm ") = % 14.10" = 28 000 X G, pe0q X —
E E




5. EXERCICES

Exercice n® 1 : détermination de la teneur en azote d'un mélange 5 : urée-protéines
(extrait sujet d'exarmen)

1) On minéralise 1 cm? de solution 5. L'ammeniac formé est recueilli dans 20 cm?
d'acide sulfurigue & 0,051 mol.dm~ < Le volume de solution d'hydroxyde de sodium &
verser pour doser I'excés d'acide est de 12,75 em?,

D'autre part, 10 cm® du méme acide sont neutralisés par 10,5 cm” de solution alcaline.

Quelle est la teneur en azote de ce mélange, exprimée en g.dm -3 ?

2) On traite par ailleurs 20 cm® de solution S par 20 cm?® d'acide trichloracétigue a 20 %.
Le mélange est filtré, On dose 5 em? de filtrat par la méme méthode que précédemment
mais en recueillant |'ammoniac dans de I'acide borigue. 1l faut 9 cm? de I'acide sulfurigue
precédant dilué au 1/2 pour doser I'ammaoniac,

Calculer la teneur du mélange en urée el protéines. On considére que les protéines conti-
ennent en moyenne 16 % d'azote.

Exercice n® 2 : dosage de |"azote total d'un tétrapeptide par la méthode de Kjeldahl,
semi-microméthode de Markham (extrait d'un sujet du concours général)

1 em? d'une solution & 20 g.dm~ 2 du tétrapeptide (masse molaire = 469 g.mal ~ 1) 5 été
minéralisé en présence de 1 cm? d'acide sulfurigue concentré et de catalyseur de
minéralisation.

L'ammoniac a été recueilli dans 20 cm?® d'acide sulfurigue de concentration molaire égale
a 0,01 moldm ~ 4. Le dosage de l'excés d'acide a nécessité 5,1 em? d'une solution
d'hydroxyde de sodium & 0,02 mol.dm ~ 3,

Determiner la teneur en azote du peptide exprimée en g/ 100 g,
Calculer le nombire de moles d'arote présent dans |a structure du peptide.

Exercice n® 3 : controle de |a teneur en azote total et en protéines d'un aliment {extrait
d'un sujet de CAPET)

Dans un matras, on minéralise 15,0000 g d'aliment en présence de catalyseur et d'acide
sulfurigue concentré. Le contenu du matras est ensuite transvasé intégralement dans
une fiole jaugée de 100 cm?, gu'on ajuste au trait de jauge avec de I'eau distillée {solu-
tion E}.

On distille V = 10 cm? de solution E, en présence d'un excés de solution d*hydroxyde de
sodium concentrée. Le distillat est recueilli dans 20 cm?® de solution d'acide sulfurique
environ 0,01 mol.dm ~ 2. On dose 'excés d'acide par une solution d'hydroxyde de sodium



telle que 1 cm? de cette solution correspond & 0,280 mg d'azote, en présence d'un indi-
cateur de pH. On verse Ve = 8,20 em? jusqu'au virage. Par allleurs, on prépare un 1&main
de minéralisation, en remplagant I'aliment par une masse d'eau égale. Aprés traitement
identique a I'essai, on distille ¥ = 10 ¢cm? de la solution E' obtenue. On verse
V= 20,30 cm? pour atteindre le virage de I'indicateur.

Calculer la teneur de 'aliment en azote total, en mg pour 100 g,

Calculer sa teneur en protéines, en considérant que cellesci contiennent environ 16 %
d'azate.

L'aliment a une teneur en nitrates de 16,7 mg pour 100 g, faut-il tenir compte de ce
résultat pour le calcul de la teneur en protéines ?

CORRECTION DES EXERCICES

Exercice n® 1 : détermination de la teneur en azote d'un meélange S : urée-protéines

Chzsos X Ep

Vs

1) Témaoin: G, = 2

Dosage de I'azote total :

G
N gzzuﬂ&_[EDdET xi]mz

2 x 0,051 12,75
4 dm — ——|20-10x
Elﬂir‘ll&ralis.al

%14 =1122
1 10,5

3 Cuso, 2% o
2} Nyrsigue &0 B.dm (5] = Ef x14 x 2= 2.57 (dilution au 1/2 par le TCA)

Uré am g =22 L 60 =551
rée en g.dm "(S) = - x 5x 60 = 5,

N protéique en g.dm = 11,22 - 2.57 = 8,65

. -3 100
Protéines en g.dm = 8,65 ”E = 54,1



Exercice n® 2 : dosage de ['azote total d'un tétrapeptide par la méthode de Kjeldahl

Le nombre de moles d'azote dans 1 cm® de solution peptide est :
My =Ny =N .= 2 Nyosoa = Mop .. = 2x0,01x 20107 -0,02x51.10-*=0,298.10""
La teneur en azote du peptide en % de masse sl :

0,298 x 14

55 ¥ 100 = 20,86 %

Nombre de moles d‘azr:'-te par mole de peptide :

460
0208 x = =7
298X 55

Exercice n® 3 : controle de la teneur en azote total et en protéines d'un aliment

Teneur de 'aliment en azote total en mg pour 100 g @

(20,30 - 820} x 0,280 100
10 ¥ 100 x E: 226 mg pour 100 g

Teneur en protéines : 226.10- ¥ x 6,25 = 1,41 %

Non @ car les ions NO 5 ne représentent pas de 'azote protéique et ne sont pas dosés
par la methode de Kjeldahl.
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Le but de la manipulation est de séparer un composé volatil d'un mélange lig-
uide complexe par distillation simple avant de le doser.

Cette technique peut étre appliguée a des molécules diverses comme I'éthanol,
I'acétone en vue de :

* gdéterminer une alcoolémie ;

* deéterminer le degré alcoolique d'une boisson ;

* faire un suivi de fermentation.

Cette méthode de dosage peut donc étre utilisée dans des manipulations plus
complexes comme :

= |'établissement d'un rendement de fermentation ;

* |'analyse d'une boisson (parallelement au dosage des sucres, de la vitamine
C...);

* |'étude comparative des différentes méthodes de dosage de I'éthanol : méth-
ode enzymatique, chromatographie en phase gazeuse.

% TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

distillation a pression normale ;
distillat ;

volatilité et température d'ébullition ;
alcoolémie ;

degré alcooligue ;

méthode officielle.

% & 4 @

1. PRINCIPE

La manipulation se fait en deux temps :

* Pregmier temps  distillation simple, sous pression atmosphérigue de I'éthanol, La dis-
tillation permet de séparer I'éthanol d'un mélange liquide en utilisant sa volatilité impor-
tante et d'éliminer ainsi des molécules {aldéhydes par exempla) qui pourraient interférer
dans le dosage chimigue non spécifique.

» Deuxiéme temps : dosage de ['éthanol du distillat par dosage en retour (oxydation
chromigue en milieu acide) a "aide d'une solution titrée de thiosulfate de sodium.



L'éthanol est oxydé par une quantité connue et en excés de dichromate de potassium, en
milieu acide (le melange nitrochromique utilisé est un meélange de K, Cr 0, et HNO ).

(CH, = CH,OH + H,0 — CH,COOH +4H* +4 " }x3

2- - 4
n:tr:,EI? +14H++EE = 20r +T7HOxZ

2Cr,05 + 16H + 3 CH, - CH, OH — 3 CH, COOH + 4Cr + 11 H,0

L'exces de dichromate est dosé par iodomeétrie. Aprés dilution du miliew, on ajoute un
exces d'iodure, de maniére a réduire le dichromate du milieu,

Cr0l s 14H +6e” = 207+ TH,O

(21 = 1,+2e )x3

. 2- - 3
Cr0, +14H +61 5 207 +31,+ 7THO
L'icde formé est dosé par le thiosulfate,

L+2e — 2|

25,05 = S0. +2e

L+ 28,05 = S,00 +21

1 mole d*éthanol correspond & 4 moles de thiosulfate.

Il s'agit d'un dosage en retour ; on réalise denc, dans les mémes conditions, un témaoin
en remplacant la prise d'essal par le méme volume d'eau fraichement redistillée.

2. REACTIFS ET MATERIEL

2.1. Montage de distillation

Eallon.

Colonne de Vigreus.
Réfrigérant.

Pierre ponce ou billes de verre,



2.2. Pour le dosage

* Spolution saturéeg d'acide picrigue © dissoudre a chaud 15 g d'acide picrigue dans
1 000 ml d'eau distillée, faire bouillir 15 mn, laisser refroidir, décanter |a solution.

*  Solution nitrochromigue :
KoCroO, purpa: 2,458
HNO, purpagsp: 1 000 ml

Solution d'fodure de potassium & 100 g.dm 3.

Solution de thiosulfate ge sodium ~ 0,05 mol.dm —=
eau distillée g s p ;1 000 ml.

+ Mélange sulfochromigue (lavage de 'appareil de distillation) : mélanger volume & vol-
ume I'acide sulfurique concentré a une solution aqueuse a 10 % de dichromate de potas-
sium,

» Thiodéne.

» Fau redistifiée : pour les dilutions et |e témoin.

Verser dans le ballon & distiller (capacité 1 1), environ 300 cm? d'eau distillée,

Chauffer, distiller.

Rejeter la fraction de téte, soit environ 50 cm? d'eau redistillée, éventuellement souillée
d'impuretés réductrices volatiles, puis recueillir 150 & 200 em? d'eau redistillée.

Jeter [e résidu de distillation.

e —

3. MODE OPERATOIRE

3.1. Précautions expérimentales

La conduite d'une distillation simple sous pression atmosphérigue doit obéir a certaines
régles :

— élever [a température progressivement ;
- adapter la puissance de chauffage a la vitesse de distillation souhaitee |

— ajouter de la pierre ponce ou des billes de verre qui, en favorisant la formation de
bulles, évite les phenoménes de surchauffe et les soubresauts ;
- ne jamais distiller 8 sec ;



= recueillir le distillat dans une fiole jaugée renfermant de I'eau redistillée par 'intermédi-
aire d'une allonge trempant dans cette eau ; 1a fiole doit elle-méme tremper dans un bain

d'eau froide ;
— laizser refroidir le résidu de distillation avant douvrir |'appareil.

3.2. Distillation de I'éthanol

L'appareil est monté comme indiqué sur la figure 5.1,

L_,
Relrigérant
Eau
Ballon 4 — Alignge & boule
distiller N Figle jaugee de 100ml
il apnnme— [Bain Eau froide

FE. 5.1. Appanadl & destiller

E.‘.l_;ln:uﬂi'l-B e ———
Wigfeus

3.2.1. Traitement de la prise d'échantillon

Pour la détermination de I'alcoolémie, verser dans e ballon a distiller
V = 50 cm? de solution saturée d'acide picrigue ;
— 10 em? de sang lentement et en agitant (utilisation de propipette et de gants).

* Pour un suivi de fermentation ;
prise d'essai renfermant environ 1 em?® déthanal pour v em? ;
= {60 =v) cm? d'eau redistillée.

* Pour la détermination du degré alcoolique d'un vin :

- 10 cm” de vin ;

— 50 cm? d'eau redistillée ;

- goutte a goutte, solution d'hydroxyde de sodium a 1 mol.dm -2 jusqu'a neutralisation.

3.2.2. Conduite de |a distillation

-~ Chauffer doucement et recueillir I'éthanol dans une fiole jaugée de 100 cm? renfer-
mant environ 40 cm? d'eau redistillée.



— Distiller environ 45 cm?,
— Compléter au trait de jauge aprés avoir rincé 'allonge avec de 'eau redistillée.

3.3. Dosage de I'éthanol

Prendre toutes les précautions relatives aux dosages iodométrigues (voir p, 42).

Intreduire dans un erlenmeyer bouchant émeri de 250 em?
- 20 cm? de distillat ;
- 20 em? de la solution nitrochromigue {utiliser une poire d'aspiration).

Boucher, agiter et laisser reposer 30 minutes.

Ajouter 100 cm” d'eau distillée et 20 cm? d'une solution d'iodure de potassium a
100 g.dm ~ 3.

Attendre 2 minutes puis doser |'iode formé par une solution titrée de thiosulfate &
= 0,05 mol.dm ~* en présence de thiodéne additionné en fin de dosage.

Soit V, le volume versé en cm?,

Le volume de dichromate ayant particip€ a 'oxydation de 'éthanol doit étre inférieur & la
maitié du volume du dichromate introduit ; éventusllement recommencer un essal avec
une prise d'essai plus petite de distillat,

3.4, Réalisation d'un témoin

Opérer comme pour I'essal en remplacant le distillat par de 'eau redistillée. || est inutile
d'attendre 30 minutes.

Scit V,, le volume versé en cm?,

4. RESULTATS

4.1. Expression littérale de la concentration en éthanol exprimée en mol.dm ~ 3 d'échan-
tillon analysé,
Vo= Vil 100
C = Cthiosulfate —— —
20 4w



4.2. Cas particulier de I'alcoolémie : exprimer |"alcoolémie en g.dm ~ %, Interpréter le
résultat.

p=Cx 45

4.3. Cas particulier du dosage de I'éthanol d'une boisson alcoolisée : exprimer e résul-
tat en pourcentage volumique,

P

* = 97838 % 10

Donneée : 1 cm® d'éthanol par pesée & 20 °C = 0,7936 g.

5. EXERCICES

o e —

r.

Exercice n® 1 :

La méthode officielle du dosage de |I'éthanol d'un vin préconise |'utilisation d'une solution
de K Cr 0, telle gue 1 dm? de cette solution oxyde 1 dm?® d'éthancl 3 1 % & 20 °C.
Calculer la concentration massigue de cette solution.

Exercice n® 2 :

L'alcotest : il existe une relation entre la teneur en éthanol de 'air expiré et "éthano-
leérmie.
La mesure de [a teneur en eéthanal de 'air expiré est faite en soufflant dans un ballon un

volume d'air expiré. Ce volume d'air passe sur un gel de silice. Que renferme ce gel de
silice 7 Quel est le principe de fonctionnement d'un alcootest 7

Exercice n® 3 :

Faire une étude comparative des méthodes de dosage chimique et enzymatique de
I"ethanol.



CORRECTION DES EXERCICES

Exercice n® 1 :
C=3372g.dm"3

Exercice n® 2 :

Alcootest : le gel de silice renferme un mélange sulfochromigue qui est réduit par
I'"éthanol en Cr? * ce qui entraine I"apparition d'une couleur verte.

Exercice n® 3 :

La méthode enzymatigue :

-~ est plus spécifique ;

- est plus sensible ;

— a une plus faible limite de détection ;

- aune plus grande praticabilité, ce qui permet une adaptation a des dosages en série.
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Le but de la manipulation est de doser quantitativement chacun des acides
aminés en solution agqueuse.

La manipulation permet de tracer la courbe de titrage de chacune de ces molé-
cules.

B TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

ampholyte ;

pK,, PK; pKg d'un acide amine ;

charge nette d'un acide aminé ;

volume équivalent ;

pH, : définition, calculs ;

pH d'une solution agueuse d'un acide aminé.

1. PRINCIPE

Les acides aminés sont porteurs d'une fonction acide et d'une fonction aminée. Leur for-
mule générale s'écrit :

COOH

H,N—C—H

A

Si R ne possade aucune fonction ionisable. I"acide aminé est neutre - c'est le cas de la
glycing.

L'arginine qui posséde une fonction o carboxyligue, une fonction o aminée et un grouw-
pement guanidino chargé positivement & pH 7 est un acide aminé basique.

L'acide aspartique gui posséde une fonction o carboxyligue, une fonction o aminée et, au

niveau de |a chaine latérale une seconde fonction carboxylique chargée négativement a
pH 7, est un acide aming acide.

L'histidine gui posséde une fonction o carboxylique, une fonction o aminée et une struc-
ture imidazole faiblement ionisée a pH 7 est un acide aminé basigue.



1.1. La glycine

En soiution agueuse, 1a glycine se présente sous forme d'un 1on bipolaire : A =,

COoo~

CH,

NH,

La titration de 1a fonction carbox yiigue par un acide fort s'écrit ;

COo0 COOH

| I

CH, +H" + CI° —-?HE + Cl
|

! MH
M " (pH=2)

+

La titration de la fonction aminée par une base forte s'éerit :

lslaly COQ
I I
El'rH? +MNa“ 4+ OH- I|3H;- + Ma® + H,0

~ NH
NH, ’ (pH=11)

D'oud les équilibres dionisation faisant intervenir la structure dipolaire de la glycine :

COOH M oo H oo
|
e ———— ™ = ™
NHS H’ NH, H nn,
pK P
A’ Al A
(pH = 2} (pH=11})

A= 1 la charge netle de 'acide amine est nulle pour pK, < pH, = pK,
avec pHy = 1/2 (pK, + pK,} = 1/2 (2.34 + 9,60) = 5,97,

Le pH de |a solution agueuse correspond au pH, de la glycine, pH = &.

AT et A les pH éguivalents obtenus par neutralisation (pH = 2 pour & * ou pH = 11
pour A~ ) se situent dans une zone de pH ol il n'est pas possible de les déterminer avec
précision, avec les électrodes de verre traditionnelles.



La titration de la glycine est effectuée en présence de méthanal en excés : ¢'est la formol
titration.

Le méthanal, en exces, se fixe sur la fonction — NH," de I'ion bipolaire.

COo0~ ] Coo”

‘ 1 |

i

EH; + 2 C CH,

i /N |

NH; H H N*H

HO H. G CH, OH

glycine raactit en excéas dérivé N—dihydroxymeéthylé

La fonction N-dihydroxymethylée est nettement plus acide (pK, = ) que la fonction — NH.J
de la glycine {pK., = 9,6).

Le pH au point équivalent est fortement abaissé et se trouve alors dans le domaine dutili-
sation de I'électrode de verre et 'on peut déterminer graphiguement le point éguivalent V
ffig. 6.1.).

em3

OH
-

e e e = = —

|

I

I

|

Vi W
2z 2z

Flg. 1. Courbe de fitrage de la glycine



1.2. L'arginine

T(}DH coo- Co0- Coo-
| ! |
HyN"— C=H HsN*—C—H H,N—C—H H,N—C—H
| | -. |
TH:- o CH, CH, ’ '5|3H:~
* ! H+ 1 &
I i
CH :‘/"— “~ CH. ,5.’:.{_ ———=  CH, ;‘{‘_—_1" CH:
| Nueo | Ny AN
THE CHE EHE T"";ﬁ
- I
| i
) ) A )
I
G C C C
/N /N /N /N
H.N N™H; H, M X N* H, H. N N*H, H;N NH
Pk, ph. - (2]
AF AC A A

Le pH de la solution aqueuse est donné par le pH, de l'arginine : I'acide amingé est sous |a
forme A *:

D'ol : pK, < pH, < pK, ;

avec : pH, = 1/2 (pK, + pKg) |

soit : pH,=1/2(9,04 + 12 48} = 10,76.

s b B . . . - -
e

=15
______T___nrl;.
|
cm? | &md
H0* | | OH
LA ¥z hri
&

Fig. 6.2. Courb de titrage de "arginine



il est possible de titrer 'arginine par un acide fort au niveau de son pk., soit :

CO0- CO0 -
ng—rl;—H H3I"-i'—l.’|3—H
"
%Hz fH 4+ O THE + Cl
CH. CH.
+H pK. - +H
- c
H;./H‘ \\\\N'H: H,ﬂ/N/ \\\\N+Hz

Le pH équivalent est alors voisin de 5,6 et peut &tre facilement détermingé. On dose ainsi
une seule fonction de I'arginine : la fonction o NH., (fig. 6.2.).

1.3. L'acide aspartique

COOH . GO0 - . Coo" " CO0-
-/ " | |
HN“—E—H;%f: Hﬂr—G—H,é{?: HyN'— C—H N H.N—C—H
H' | H' | H* |
TH; ‘|3He Cl?H:- THp
COOH COOH coo- Co0~
pK PRg pK 2
AS AF A A

Le pH de la solution est donné par le pH, de I"acide aspartigue.
L'acide amingé est sous la forme A = pour un pH, tel gue © pk, < pH, < pKy
d'od @ pH, =1/2(pH, +pK;) =1/2({208 + 3,86} = 2,98

L'acide aspartigue en solution agueuse peut étre titré soit par une base forte (NaOH), soit
par un acide fort (HCI).



cm?
Ha0*

I
|
|
]
Wy W
2

Fig. 6.2. Courbe de titrage de I'acide aspartioue

Il est possible de titrer 'acide aspartigue au niveau de son Pk, par la soude selon I'équa-
tion :
fl.":ﬂﬂ' Ccoo-

HyN'—C—H + MNa' + OH" H.N"—C—H + Ma® + H,0

Cl?He- ﬂ|3H ;
COOH PKR Coo-
At B,

Le pH équivalent est alors voisin de 6.8 et peut étre facilement déterminé,

On dose ainsi une seule fonction de I'acide aspartique : la fonction 8 COOH (fig. 6.3.).



1.4. L'histidine

COOH . Co0~ Coo- o0

o A R

|
HqoM*— L—H HiN'*—o—H =—w—— H;N'—Cc—H p— M
’ T N : ~ ~—~_ HN—C—H
CH.,

| i R
|
I
H,ll:::.;lz Hc:cl; H'!|::I:'- HC=C
i ' | |
H-N* NH H-=N" MNH N NH N MNH
\/ \/ \/ N/
? ? ‘? j
' I
H =L H PKr H pkK - H
AT A* A A

Le pH de |a solution aqueuse est donné par le pH, de I'histiding : I'acide aminé est sous |a
forme A = :

d'ol : pHg < pH, < pHg :

avec @ pH, =1/2 (pKg + pH) ;

soit 1 pH, =1/2(6+9,17) =7.79.

L'histidine en solution agqueuse peut etre titrée soit par une base forte (hydroxyde de
sodium), soit par un acide fort (acide chlorhydrique) (fig. 6.4.).

pH

pKa =——

|
|
I
|
|
—pER |
i
[
|
= [
|
|
B |
L
I cm?
| lm_lh_
M2 V2
2

Flg. 6.4. Cowbe de titrage e Phistidine



2. REACTIFS

o e e g . e 1 e e e

» Sojution de glycine de concentration molaire C = 0,1 mol.dm - 3,

Solution d'arginine de concentration molaire C = 0,1 mol.dm — 2,

Solution d'acide aspartique de concentration molaire C = 0,02 mol.dm - 3 (I'acide aspar-

tigue est peu soluble © & 25 °C sa solubilité n'est que d'environ 0,78 g/100 g d'eau).

Solution d'histidine de concentration molaire C = 0,02 mol.dm - 2.

Solution d'acide chiorhydrigue de concentration molaire C© = 0,2 mol.dm - 3
Solution d'hydroxyde de sodium de concentration molaire C = 0,2 maol.dm =3,
Salution d'hydroxyde de sodium de concentration moalaire C = 0,05 mal.dm = 3.

Solution tampon pour la standardisation du pHmétre,

e e e

3. FICHE TECHNIQUE

3.1. Formoltitration de la glycine — méthode de Sorensen

Dans un bécher de 100 em? introduire 10 em? d'une solution de méthanal & 40 % en vol-
ume.

Les solutions commerciales de méthanal contiennent de |'acide méthanoigue. Il est
nécessaire de les amener a pH & (pH, de la glycine) par addition d'hydroxyde de sodium
{compte-gouttes) trés diluée (= 0,05 mol.dm - 3},

Ajouter E = 20 em? de solution de glycine 4 doser.

Titrer par la solution d'hydroxyde de sodiom de concentration molaire C = 0,2 mol.dm 2,



REMARQUE : en raison des risques toxigues du methanal (ou formol] il est important de
rappeier guelgues consignes de securtd !

— travailler loin de toute source de chaleur ou de flamme ;

- stocker le produit dans un récipient ferme ;

- ne pas pipetter & la bouche ;

= e pas inhaler |

— gviter le contact avec la peau ;

— travailler dans une piéce ventiliée ;

- ne pas jeter du methanal (formal) dans I'éviar,

3.2. Courbe de titrage de I'arginine

Dans un bécher de 100 cm?, introduire E = 20 em® ou 25 cm? de la solution darginine &
doser.

Mettre en marche |'agitateur magnétigue.

Titrer par la solution d'acide chlorhydrique de concentration molaire © = 0.2 mol.dm — 3,

3.3. Courbe de titrage de |'acide aspartique

Dans un bécher de 100 cm?, introduire E = 20 cm? ou 25 cm? de solution d'acide aspar-
tique a doser.

Mettre en marche |'agitateur magnatigue.,

Titrer par la solution d'acide d'hydroxyde de sodium de concentration molaire
C = 0,05 mol.dm -,

3.4. Courbe de titrage de I'histidine

Dans un bécher de 100 em?, introduire E = 20 em® ou 25 cm® de solution d'histidine &
doser,

Mettre en marche |'agitateur magnétigue.
Verser de I'acide chlorhydrigue au compte-gouttes jusgu's abaisser le pH a 2.

Titrer ensuite par la solution d'hydroxyde de sodium de conceniration molaire
C = 0,05 mol.dm 2,

REMARQUE :© Les solutions d'hydroxyde de sodium se carbonatent trés rapidement
surtout quand elles sont pew concentrées.

On peut &talonner une des solutions titrantes par pesée de produit R P {par exemple I'hy-
droxyde de sodium de concentration molaire voisine de 0,2 mol.dm ~ % par pesée d'acide
oxalique (COOH) ., ZH.0 pur, ou d'hydrogenophtalate de K pur et anhydre). Les 2 autres



solutions titrantes seront @ 1) préparge par dilution exacte, au 174 ; hydroxyde de sodium
4 environ 0,05 mol.dm -7 ; 2) dosée par étalonnage volumétrigue ; solution d'acide chio-
rydrique & environ 0,2 mol.dm = :

E‘».nDH ' CT'J.EIE}H

KO II"IlHDI

3.5. Questions

1} Pour chague acide aming, tracer |la courbe de titrage © pH = fivolume NaOH versé) ou
pH = fivolume HCI versé).

21 Déterminer les points d'éguivalence par la technique des tangentes paralleies
(fig. 6.5.) :

- tracer deux tangentes a la courbe, paralléies et situées de part et d'autre du point
d'inflexion [construction qui ne doil pas masquer le traceé graphigue) ;

- tracer ensuite une paralléle, équidistante a ces deux tangentes. Son intersection avec
ia courbe pH = fivolume solution titrante) détermine e point d'équivalence.

[
I
I
l I
| cCimi .
| Hy0™
ViEguivalent

Fig. 6.5, Détermination du volume dquivaleEnt par 1a ot oode des Langentes paralleles



Il est important gue le traceé graphigue soit précis de part el d'autre du point éguivalent.
Les volumes de solution titrante verses a la burette devront étre petits dans cette zone de
pH qui correspond & un = saut de pH - et a un point d'inflexion de |a courbe :

- au niveau des pK : 0,5 cm?® < V eaiution titrante <= + em? ;

~ au niveau des points équivalents : 0,05 cm® < V00 virane < 02 €M,

31 Dosage de la glycing -

~ Déterminer graphiguement le volume equivalent (V], le pH de neutralisation et le pK, du
dérivé N-dihydroxymeéthylé de la glycine.

— Calouler la concentration molaire de la solution de glycine, exprimés en moal.dm ™ 3,

EDH. w W

1'--:g,l'.rva: ine =
glyzine

4) Dosage de I'arginine :

- Déterminer graphiquement : le pH et le volume de neutralisation de la fonction o NH,
(V) ; les pK des fonctions o aminée et « carboxyligue.

~ Caleuler la concentration molaire de la solution d'arginine, exprimée en mol.dm ~ 3,

EH' :-c_'u"

I:--|:.a|'g|r'.|n|a =
argining

5! Dosage de I'acide aspartique :

- Déterminer graphiguement : le pH et le volume de neutralisation de la fonction & car-
boxylique ; les pK des fonctions & carboxyligue et o aminée.

— Calculer la concentration molaire de la solution d'acide aspartigue, exprimée en
mol.dm ~ 3.

E{:H w W

Ca aspartique ~
adspartigua

6 Dosage de ['histidine ;

— Déterminer graphigquement : le pH et le volume de neutralisation de la fonction imida-
zole ; les pK des fonctions a carboxyligue, imidazole et o« aminée,

- Caleuler la concentration molaire de la solution d'acide aspartique, exprimée en
maol.dm =3,

c
Ehlslidml: =

on- %V

Fastidine

71 Comparer les capacités tampon des guatre acides aminés &tudiés dans les conditions
de pH des liguides intracellulaires et du sang.



4. ANNEXE

Fiche technigue : le pHmétre. (Se reporter a 'annexe du chapitre 1 : « Préparation d'un
tampon phosphate »).

5. EXERCICES

Exercice n® 1 : calculs de pHi

Qu'appelle-t-an le pHi d'un acide amingé ?
Ecrire les équilibres d'ionisation des acides aminés suivants et en déduire le calcul du
pHi.

) . [t Pk oK,
Acide aming i« CODH o W2 Chalne itérate
Sénine 2.2 .15
Cystéine 171 10,78 8,93
Tyrasina 220 Q11 10,07

Exercice n® 2 : courbes d'ionisation

Pour les trois acides aminés précédents, représenter sous forme de courbes le pourcent-
age des différentes formes ioniques en fonction du pH.

Exercice n® 3 : analyse de la courbe de titrage de "alanine (extrait d'un sujet du concours
général)

1) Du chlorhydrate d'alanine cristallisé est dissous dans de ["eau distillée, puis dosé par
une solution d'hydroxyde de sodium.
On pose :

guantité de NaOH versée

quantite d'acide aming présent

X =

La figure 6.6. représente la variation du pH de la solution de chiorhydrate d'alanine en
fonction de x.

Ecrire les éguations chimigues correspondant aux différents temps du dosage.



Déterminer graphiquement les valeurs des pK, et pK,; de I'alanine.

Calculer les valeurs des pH correspondant aux valeurs de x =0 1 et 2.

Comparer les résultats aux valeurs expérimentales. (La concentration molaire en alanine
est voisine de 0,01 mol.dm — ).

A

o
W0

9_

-

4] 1 i i 1
05 ] 15 2

Fll. B.6. Courbe d2 itrape d'une solution de chlorhydrate d'siamne per la soucs

2) Une prise d'essai E = 10 cm” d'une solution S d'alanine est introduite dans un vase &
titration. La mesure du pH indique alors pH = 6. On additionne alors un excés de solution
commerciale de méthanal (formol) ; le pH chute a 3,9, Interprétrer qualitativement cette
observation. On verse alors a la burette une solution d'hydroxyde de sodium, exactement
0,02 mol.dm ~ 3. Les valeurs de pH lues en fonction des volumes V em? de NaOH versés
sont consignés dans le tableau 6.0, Tracer la courbe pH = f (V cm?). En déduire les points
remarquables. Calculer la concentration molaire C__ . de la solution 5 en moles d'ala-
nine par dm?.

Tableau &.1.

Valume ge NaDH verse oH Valume oe NaQH verge aH
jan e} {an )

T - 1 - B LR . 9.7
TR R . N - 1 1,3
T X I T, A1,5
2 18- LA 8,2 L T | (1 -




CORRECTION DES EXERCICES

Exercice n®1:
1) pH pour lequel la charge nette est nulle.
2)
AN 4
N TN,
Pk, P
pHi = 1/2 { pK, + pK, } = 5,68

Sérne - A7 A A

He H*
L L

™

Cystéing : A* A R —
AU N
I:'I“:1 PHH pl"-'.?

H* H H
Tyrosine - &* —L‘ At —L‘ - —L‘ AcT

.\'Hi- H+ H'
P, Pk KR
pHi=1/2( pK, + pK, ) =1/2(2,20+ 9,11) = 5,65

Exercice n® 2 :

Seving (s P Tprazme
o . 5, - . .
ﬂ‘rﬁfﬂﬂﬂ L] ‘iml,.h"' mu‘rﬂ:‘]ﬂﬂfm EHr.'E . '-.,.H]; 1L —y b:ﬂn.;‘:ﬂﬂ- lllrhl .-III:IF:- _“I!H'I.Ifﬂ
[ i ] j_-Le‘ | | [ |
cooet , coo, | | i3 Ll £00HY | :mu}u
H Ly L A L i 1
BN — g L e e T S A st ————pb—4— —|——F—-
1 " il !
I ]'I‘I ’il Iy i P Iy
i i 3 | [ Iy [ [ 1
i | IR Iy T | Iy
0% 1 | 0% T I % | I | i
Pk pH, pily CLIT L | [LH] pEy pH oKy LT
& B ' w At a- A it at 'y



Exercicen® 3 :

1)
H.0
HDDC—CIl-I—NHg. Cl - R HGGC—Cll-I—NHE: + CI-
CH, CH,4
HDDC—CTI—HH; + OH ———— _GDE“’:T_NHE + H,0
CH, CH,

"00C-CH-NHJ + OH=  ———»= “00C-CH-NH, + H,0
CH, CH,

Déterminations graphiques :
— pour X = 0.5 — pK, = 2,35
- pour X =15 — pK, = 9,72

Calculs :

- pour X =0 pH=1/2(pKa - lcgC)
pH=1,/2(2,35-log 10~ %) = 4,35/2 = 2,17

= pourX =1 pH=pH =1/2(pk, +pK.)
pH=1,/2x 12,07 = 86,03

~ pourX =2 pH=1/2(pK, + pK, +10gC) =1/2(9,72 +14 - 2)
pH = 10.86

Aux pH extrémes, les valeurs expérnimentales ne correspondent plus aux valeurs calculées
{ipH 2.17, pH 10,89) : cf. chapitre 1.

2] En présence de méthanal, on obtient un acide plus fort :

C v
OH el 0,02 x 10

C stanine = E 10

- 0,02 moldm -
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En industrie agro-alimentaire, le dosage colorimétrique du complexe phospho-
vanadomolybdique (méthode de Misson) est souvent utilisé. Mals, pour les
faibles concentrations en &lément phosphore (de I'ordre de quelgues mg.dm -3
— lors de I'analyse des eaux, par exemple), il faut utiliser le dosage, plus sensi-
ble, du complexe phosphomolybdeux - molybdique (méthode de Briggs par
exemple).

En analyses médicales, les techniques procédant par réduction du complexe
phosphomolybdate ou par dosage colorimétrique du complexe phosphovanado-
molybdique sont de plus en plus abandonnées au profit des techniques directes
avec lecture a 340 nm.

Méthode de Misson

1. PRINCIPE

En présence d'une solution acide de molybdate et de vanadate d'ammonium, les ions
phosphates conduisent a la formation d'un complexe jaune intense @ le complexe phospho-
vanadomolybdigue [(NH ), PO, = NH, VO, - 16 Mo0,].

On opére en milleu nitrique, chlorhydrigue ou sulfurique ([H,0 7] = 0,5 a 0,2 mol.dm ~ 3.
La coloration se développe alors rapidement.

Le réactif de Misson ou réactif nitrovanadomaolybdique, est réalisé par mélange d'une
solution de molybdate d'ammonium et d'une solution nitrigue de vanadate d"ammonium
{cf. § 2.1.).

Le maximum d'absorption du complexe est situé dans l'ultra-violet & 315 nm, puls
I'absorption décroit régulierement quand la longueur d'onde augmente, Le réactif nitro-
vanadomolybdigue absorbe lui-méme notablement jusgu'a 420-430 nm. La colorimétrie
est donc réalisée a une longueur d'onde |égérement supérieure 4680-470 nm.



Ay

Courbe dabsorplion du complexe pour ung
concantration &n phosphates egale
749075 maol £ litre

Absorprion
du“blang®

380 400 420 440 460 4BD 500 A(nm)

Fig. 7.1, Spectres d'absorption do complese phasphovanadomolybdique et du réactif nitro-vanadomo-
Iybdiue

Les substances susceptibles de préacipiter avec le réactif de coloration doivent &tre élim-
inées : ¢'est le cas des protéines.
Des ions peuvent interférer sur le dosage {par exemple : Fe (IT).

Limite de linéarité : 2.10 2 mol d'ions phosphates par dm? de miliey réactionnel,
Cette méthode simple et rapide mangue toutefois de sensibilité.

2. DOSAGE DES PHOSPHATES URINAIRES

Le phosphore minéral urinaire se trouve sous forme d'ions monohydrogénophosphates
{HPGE’ "} et sous forme d'ions dihydrogénophosphates (H.PO ).

Pour un sujet en équilibre acido-basique :

[HPOZ ] [HPOF |
Dans ['uring : ——onu = 1,/63 alors que dans le plasma — =4
[HFO; ] [H.PO, )

L'excretion des phosphates diminue avec I'age.



2.1. Réactifs

* Reéactif nitro-vanadomolybdique :

~ solution A : dissoudre 40 g de molybdate d’ammonium dans 400 em? d'eau distillée ;
— solution B : dissoudre 1 g de vanadate d'ammonium dans 300 em? d'eau distillée et
200 cm? d'acide nitrigue concentré. Laisser refroidir ;

- solution préte a 'emploi : dans une fiole jaugée de 1 dm?®, verser d'abord la solution B
puis la solution A ; compléter a un dm? et laisser reposer huit jours avant ['utilisation.

» Dihydrogénophosphate de potassium pur pour analyses et anhydre {HHEPﬂd masse
molaire = 136,09 g.mol - 1) ou une solution aqueuse & 2,040 g de KH,PO, par dm?,

* Uringe a analyser.

2.2. Fiche technique
Il est recommandé de traiter en méme temps |'urine et les étalons.

2.2.1. Dosage de I'urine

Homogénéiser 'urine par agitation puis la diluer au 1/ 20 avec de I'eau distillée,

Dans un tube a essais, introduire :
urine diluée : 5 cm? ;
réactif nitro-vanadomolybdigue (distributeur) : 5 cm?,

Attendre 5 minutes puis lire "absorbance a 470 nm contre un « témoin réactif « ou
éventuellement contre un « témoin uring = (urine foncée).

Si I'absorbance de I'essai est supérieure a celle des &talons, recommencer le dosage en
diluant I'urine au 1,40,

2.2.2. Etalonnage du spectrophotométre

A partir d'une solution @ 2,040 g dm ~ 2 de dihydrogénophosphate de potassium, réaliser
une gamme d'étalonnage contenant de 1,5 a 7.5 pmol de P par tube.

Traiter les étalons de la méme fagon que l'urine diluée.

Lire les absorbances 8 470 nm contre un « témoin réactif =,

2.3. Questions

1) Donner le tableaw de composition des tubes,
2) Tracer la courbe d'étalonnage : A = figs P en pmol} ou utiliser |a régression linéaire.

3} Calculer la quantité de phosphates urinaires éliminée en 24 heures : dU-phosphates :
(gs) en mmaol ; (gm) en g de P.



Données :

- K=301gmol "' ;P=31gmol" ' ;H=1gmol"1:0=16 g.mal -1 ;
— diurése du patient : 1 750 em? en 24 h ;
- intervalle de référence : dU — Phosphate (gs) 22 - 42 mmaol ;

dU - Phosphate (gmen P) 0,7-1,2 g

2.3. Mode opératoire

2.3.1. Tableau de composition des tubes

Tableau 7.1.
N° des lubes T i 1 z a 4 5 T iine Dosage

(21 Solulion dtalon a

1.5 pmod.cm ~ 3 (em) ] 1 z 3 4 5 0 ]

Lfrime diluée au

120 (em?) - - - - - - 5 g
{3) H,O distilés jcm?) 5 F) 3 ] 1 0 - _

Reéactit de Misson {cm®) & & & 5 5 5 5 5
(1) P gsenpmaol 0 1.5 3 45 f 7.5 0 X

Consells :

Construire le tableau de composition des tubes (tabl. 7.0} en vérifiant gue les lignes (1)
et (2) forment des séaries proportionnelles, Compléter (3}, Finir de remplir le tableau.

Calculer la concentration de |la solution étalon nécessaire pour préparer les tubes
étalons @ tube n® 1 : 1,5 pmol.om — 3,

La solution étalon a4 1,5 pmol.em ~ 2 est obtenue par dilution au 1,10 de la solution &
2,040 g.dm ~ 7 (soit 2,040 / 136,09 = 0,015 mol.dm -~ 7).
2.3.2. Calculs

X
dU quantité de substance (gs) en mmol = — x 20 x 1,750

5

(X est la quantité de P, exprimée en pmol., présente dans la cuve « dosage »).

0



Méthode de Briggs

1. PRINCIPE

En présence d'un excés de solution acide de molybdate d'ammonium {(réactif sulfo-
molybdigque : molybdate d'ammonium et acide sulfurique), les ions phosphates con-
duisent a la formation d'un complexe phosphomolybdigue H,PO, ~ (Mo, ..

Par addition d'un réducteur, le complexe est réduit en complexe phosphomolybdeux
molybdique H,FO, - [(MoO,), MoO.] ..

Ce composéd est stable et soluble dans I'eau. Il est intensément coloré en bleu : le maxi-
mum d'absorption se situe vers 830 nm mais, en pratique courante, les absorbances
sont mesurées a 700 nm.

L'absorbance suit la loi de Beer-Lambert pour les faibles concentrations en phosphates
(jusgu'a environ 10 pg.P.em ~ < dans le milieu réactionnel).

Le milieu doit &tre exempt de composés susceptibles de précipiter avec le réactif molyb-
digue, d'on la nécessité de pratiguer une défécation préalable en présence d'acide
trichloracétigue, pour &liminer les protéines du sérum, du plasma, ou d'une uring albu-
mineuse.

Un certain nombre d'ions peuvent interférer dans ce dosage comme As(V) et Si{lV) qui
donnent une coloration analogue, SnfIV} et Bi(lll) lesguels conduisent a la formation de
précipités entrainant du phoshore, Cullly, MNi(ll et Cr{ill) gui génent par leur couleur.

Il convient d'éviter la réoxydation du complexe molybdeux-molybdigue et la réduction de
I'excés de réactif molydigue en « bleu de molybdéne » qui absorbe surtout vers 630 nm.,

De ce principe découlent plusieurs techniques opératoires qui différent par la nature du
réducteur (hydroxylamine, fer ferreux, p.méthylaminophénol...) ou par les conditions de
développement de la coloration (témpérature, durée).

La méthode de Briggs représente 'une de ces variantes : le réducteur utilisé est un
melange d'hydroguinone et de sulfite de sodium.

Il s'agit d'une méthode trés sensible.



2. DOSAGE DES PHOSPHATES SERIQUES

Le phosphore minéral du plasma se trouve sous forme d'ions monobydrogénophosphates
(HPOZ - ) et d'ions dihydrogénophosphates (HoPO4),

Le sang est préleve sur tube sec (dosage sur sérum) ou sur anticoagulant, héparinate de
lithium {dosage sur plasma) et centrifugé aussitot en évitant |"hémolyse.

Le dosage doit &tre réalisé dans les deux heures qui suivent le prélévement pour éviter
I"'hydrolyse enzymatique des esters phosphoriques du sang.

Consignes de sécurité & respecter pour la manipulation de sérum humain (cf. chapitre 11
g 3).

2.1. Reéactifs

« Sgrum & doser (sérum animal = sérum de beeuf).
» Acide trichloracétique 4 200 g.dm -,

* Réactif sulfornolybdigue. Dans un bécher de 50 em?, introduire :
- molybdate d'ammonium ; 25 ¢ ;
~ gau distillée : 125 cm”.

Dissoudre, Tiedir éventuellement. Laisser refroidir et ajouter ;

— eau distillée : 125 cm? ;

— acide sulfurique pur : 75 cm?,

Homogeneiser. Ce réactif ne pose pas de probléme de conservation,

s Hydroguinone a8 10 g.dm ~ 7 1 solution aqueuse a préparer extemporanément.

On peut retarder 'oxydation par 'addition de 4 gouttes d'acide sulfurigue concentré et
conserver la solution a 4 °C. [l faut renouveler la solution dés gu'un jaunissement appa-
rait.

» Sulfite de sodium & 200 g.dm - 2 : solution agueuse & conserver en flacons bien
bouches et & renouveler fréguement.

* Dihydrogénophosphate de potassivm pur pour analyses et anhydre (KH.PO, masse
molaire = 136,09 g.mol - 1} ou solution étalon phosphate a 2,722 g dm - 2 de dihydro-
genophosphate de potassium.



2.2. Fiche technique

2.2.1. Dosage

Deéfécation

Dans un tube & centrifuger, introduire :

— sérum a doser : 2 cm? ;

- eau distillée ;: 6 em? ;

- acide trichloracétique 3 200 g.dm -2 : 2 cm?,

Agiter. Boucher. Laisser reposer une minute, Centrifuger pendant 10 minutes a
5 000 tours.min =1, Pratiguer immédiatement |a réaction colorée.

Réaction colorée

Dans un tube a essais, introduire :

défécat : 2 ecm? ;

eau distillée : 5 cm? ;

réactif sulfomolybdigue @ 1 cm?® ;
hydroguinone & 10 g.dm*: 1cm?;
sulfite de sodium & 200 g.dm ™9 : 1 cm?,

Homogénéiser. Attendre 20 a 30 minutes, a I'obscurité. Lire & 700 nm contre un témoin
réactif,

2.2.2. Etalonnage de I'appareil

A partir d'une solution étalon @ 2,722 g dm ~ © de dihydrogénophosphate de potassium,
préparer une gamme d'étalons contenant entre 0 et 2 umol de phosphore par tube,

2.2.3. Questions

1) Tracer la courbe d'étalonnage ou utiliser la régression lingaire.

2} Déterminer la phosphatémie du patient :
Se-phosphate — {substc) mmol.dm -~ 3
— {masc en P) mg.dm 3

Donndes @ valeurs de référence pour la phosphatéemie

— {Ad) Plphosphate (substc) 0,98 - 1,30 mmol.dm -3
(masc enP) 30 & 40 mg.dm 2

- {E) Pl-Phosphate  {substc) 1,30 - 2,00 mmol.dm 3
{masc) 40 & 60 mg.dm — 3.



2.3. Technique
2.3.1. Tableau de composition des tubes a essais

Tableau 7.11.

N des lbes i i =z 3 & Dasage

Sumageant de
centrifugation {cmd) - - - - - o

Soluton atalon
& 1 mimol.dm = 3 {omd) - 0.5 1 1.5 2 -

HEC' distillée (em) T 0,5 & b B )
Réactif sulfomolybdique (ocm™) 1 1 1 1 1 1

Hydroguinone & 10 g.dm = {cm®) 1 1 1 1 1 1

=1
—_
—_
e
—
—

Sulfite de sodium 4 200 g.dm 7 {cm?)

F oz pmol { 0.5 1 1.5 2 :'{n

La solution étalon mére est & 2,722 g de KH,PO, par dm?, soit de concentration molaire
égale 3 0,02 mol.dm 3 ou 20 mmal.dm -~ 3,

La solution étalon nécessaire pour la composition des tubes de gamme est a
1 gmol .em ~ 3, soit 1 mmol.dm ~ 2. On 'obtient par dilution au 1,720 de la solution &talon

mere.

2.3.2. Calculs

Le défécat dosé correspond & une dilution au 1/5 du sérum analysé.

*p

Se-phosphate {substc) mmol.dm 3= — 5=25 xu
2

X
[u]

Se-phosphate (masc. en Py mg.dm -3 = —x5x31=775. X,
2

X o étant la quantité de P, exprimée en pmaol, présente dans la cuve « dosage «),
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EXERCICES

Exercice n® 1 : dosage du phosphore du lait

1) A partir d'une solution & 4,619 g.dm - ¢ de monohydrogénophosphate de sodium
dodécahydrateé (Na HPO,, 12 H.0} pur, on prépare une solution étalon a 20 mg de phos-
phore par dm?.

Composition du tube témaoin :

- 7 em? d'eau distillée ;

~ 1 cm? de réactif molybdigue ;

- 1 cm? d'hydroguinone a 1 % ;

- 1 cm? de sulfite de sodium a 20 %.

21 Dans un tube a centrifuger, on met :

— 1 em? de lait reconstitué a raison de 100 g de lait en poudre par dm? de lait recons-
titué ;

~ 7 cm? d'eau distillée ;

- 2 em? d'acide trichloracétique & 30 %.

On mélange. Aprés 5 minutes d'attente, on centrifuge 10 min. & 5 000 tours.min — L.

La réaction colorée est réalisée sur 2 cm? de surnageant dans les mémes conditions que
les tubes de la gamme.

Questions

1} Donner la préparation de la solution Etalon & 20 mg.dm ~ 3 3 partir de la solution de
Ma,HPO,.
21 Donner un tableau de composition des tubes.

3} Etablir la formule littérale donnant la concentration massique en phosphore du lait
reconstitué, exprimée en g.dm ~ 7,

4} Etablir 1a formule littérale donnant la masse de phosphore dans 100 g de lait en
poudre,
{Soit X la masse de P présente dans la cuve dosage).

Données:Na=23gmol~L;P=31gmol~1;0=16gmal~1;H=1gmol 1,

Exercice n® 2 : dosage du phosphore sérique (extrait BTS)

Dans un tube a centrifuger on met :

~ 1cm? de sérum ;

- 1 em? de solution d'acide trichloracétique & 200 g.dm =3 ;
~ 3em? d'eau distillée.



On centrifuge. On reprend 1 cm?® de surnageant auquel on ajoute 3 cm? de réactifs de col-
oration. On laisse 30 minutes a 'obscurité et on lit I'absorbance.

1) Sachant que la phosphorémie est d'environ 1 mmaol.dm~ 3, indiquer un tableau de pré-
paration des tubes permettant de réaliser 4 &talons. Donner la concentration de la solu-
tion étalon utilisée,

2) Quelle masse de dihydrogenophosphate de potassium KH PO, (M = 136,09 g.mol 1
faut-il peser pour préparer 100 cm” de la solution étalon précédente 7

Une telle pesée est-elle ervisageable en pratique 7 Justifier la réponse et éventuellement,
proposer un protocole de préparation,

Exercice n® 3 : dosage des phosphates urinaires

On prépare une gamme de O 3 4 pmoles de phosphore par tube & partir d'une solution
étalon de concentration massique exprimée en P,0; égale 8 1,136 g.dm - 3,

Le dosage de ['urine est réalisée de la maniére suivante :
~ uring diluée 5 cm? ;
- réactif de Misson 5 cm?.

1) Donner un tableau de composition des tubes.
2) Quel est le coefficient de dilution de ['urine 7

Donndes dU — Phosphate (gmenP) = 1,0 g ;
diurése (vol) = 1,5 dm™.

Exercice n® 4 : las phosphates sérigues

= SErum
- Défécation : sérum, 2 cm® ; eau distillée, 6 cm” ; acide trichloracétique, 2 cm™.
Homogénéiser puis centrifuger,

~ Réaction colorée @ surnageant, 5 cm? ; réactifs de coloration, 3 cm?,

* Etalonnage de |'appareil : préparer une gamme élalon permettant de doser des hyper-
phosphatémies a8 100 mg de phosphore par dm? au maximum.

1) Donner un tableau de composition des tubes,

21 Donner un mode opératoire pour la préparation de |a solution &talon.

3) Quelle guantité approximative de phosphore obtiendrait-on dans le tube dosage, pour
une phosphatémie normale 7

Données

- Produit a peser . de Ma,HPO4, 12 H.O pur pour analyses (Masse molaire =
358 g.mol — 1}

~ {Ad) PIPhosphate {masc en P} = 30 & 40 mg.dm ~ 3,

- P=31g.mol -1



Exercice n°® 5 : dosage des ions phosphates urinaires par la méthode de Misson

Tube essai : 5 cm? d'une urine diluée au 1/20 ;: 5 cm? de réactif de coloration.

L'essal est lu contre un témoin réactif, Il a la méme absorbance qu'un tube &talon con-
tenant 200 ug de P et réalisé de la maniére suivante |

- solution &talon : 4 cm?®

— eau distillée : 1 cm? ;

— réactif de coloration : 5 cm?,

1) Calculer la concentration urinaire, en phosphore, exprimée en g.dm — .

2) Quelle est la concentration massique de la solution &talon, exprimée en g de P par
dm? 7

Cette solution étalon a été obtenue par dilution au 1,/10 d'une solution de monohy-
drogénophosphate de potassium (K. HPO,} préparée par pesée de produit pur pour ana-
lyses. Calculer la masse de produit pesée pour préparer U = 100 em? de cette solution.

3} Calculer le coefficient d'absorption molaire (en m<.mol ~ 1) du composé coloré dosé,
sachant gue "absorbance du tube &talon est A = 0,36,

4y Quelle absorbance aurait-on mesurée, si I'on avait oublié de mettre 1 cm® d'eau dans
le tube &talon 7

Exercice n® 6 : étude d'un mode opératoire de dosage des phosphates plasmatiques et
urinaires par méthode colorimétrique sans déprotéinisation (extrait sujet BTS)

Fiche technique :

* Solutions destinéges au dosage !

- R, @ réactif réducteur

Chlorhydrate dhydroxylamine (masse molaire = 69,49 g.mol %) : 0,14 mol.dm ~ 2,
Polyvinylpyrrolidone : 10 g.dm -~ 3.

Acide sulfurigue : 89,63 mmol.dm -~ %,

- R, - molybdate d'ammonium (masse molaire = 1 190,82 g.maol -1y 1 6,07 mmel.dm ~ 3,
= Ry : hydroxyde de sodium (masse molaire = 40,00 g.mol =%} : 4 mol.dm - 3,

- R, - dihydrogénophosphate de potassium (solution 5) @ 1,0887 g.dm - 4,

Ondonne :P=31gmol-10=16gmol " TH=1gmol -1 K =391 g.mol L.

* Protocole :

— Echantillon {plasma ou urine diluée) : 0,4 em?,

- Réactif réducteur : 2 cm®.

— Solution de molybdate d'ammonium : 2 em?.

Bien mélanger. Laisser 2 min. a température ambiante,
Ajouter : solution d'hydroxyde de sodium : 0,5 cm®.
Mélanger. Placer 15 min. & 37 *C. Lire a 680 nm.



L'étalonnage est fait dans les mémes conditions opératoires a partir de 4 soclutions
étalons ; E1, E2, E3, E4 que l'on prépare a partir de la solution S, en vue d'introduire
dans les tubes étalons respectivement : 0,256 | 0,384 ; 0,512 ; 0,640 micromoles de
phosphore.

Questions :
1) On prépare 100 em? de chacun des trois réactifs R1, R2, R3.

Quelles masses doit-on peser :

- de chlorhydrate d'hydroxylamine ?
— de polyvinylpyrrolidong 7

de molybdate d"ammonium 7
d'hydroxyde de sodium 7

Quel volume d'acide sulfurique pur devrait-on prélever ? (pureté : 95 % M = 98,08 g.mol - L ;
masse volumique : 1 834 kg.m -~ EI:|.

Comment en pratique, peut-on faire un tel prélevement et quelles précautions doit-on
prendre dans la manipulation de cette solution commerciale ?

2} Quelles sont les concentrations de E1, E2, E3, E4, exprimées en mmol.dm ™3 ?

Comment préparer 100 cm? de chacune de ces solutions étalons a partir de S 7
3} Sachant que I'urine renferme environ 2.3 g.dm ~ @ de phosphates exprimés en P.0..

proposer une dilution de ce milieu biclogique et préciser la guantité approximative corre-
spondante de phosphore (exprimée en micromoles) dans le tube dosage.

4} Sachant que le résultat trouvé pour le plasma correspond au tube renfermant ['&talon
EZ, calculer la concentration du phosphore plasmatigue en mmaol.dm - 3 puis en mg.dm - 3,

CORRECTION DES EXERCICES

Exercice n° 1 : dosage du phosphore du lait
1) Solution Na,HPO, 2 0,4 g P .dm 2. Soit 400 mg. P. dm ~3
1/d = 20/400 = 1,720,

2) Lait dilué au 1,10,
Solution étalon a 20 mg P.dm — 2 soit 20 pg P.om =,
Volume total dans chaque tube : 10 cm?,



Tableau T.I111.

M° des lubes Q 1 2 3 4 ) Doszags
Sumageant (cm®} - - - - - - 2
Solution étalon (cm™) Q 1 2 3 4 5 -
H,O distilée {cm?) 7 & 5 4 3 2 5
Réactif (cm”} 3 3 3 3 3 3 3
P (gs) g 0 20 40 80 80 100 %

31 Concentration massigue en g P.dm ™ Sdelait =X/2x10x10"*=510"* X,
4) Lait reconstitué 4 raison de 100 g.dm — 2, d'ol % masse = 5.10 -3 X %,

Exercice n® 2 : dosage du phosphore sérigue

1) Dilution du sérum : 1/5.

phosphorémie 1 mmol.dm — 3 — 0,2 mmol.P dm ~ 2, soit 0,2 umol P.em - 3 dans le sur-
nageant. D'old gamme d'étalons contenant de 0 a 0.4 umal P par tube.

volume total dans chague tube = 4 cm?

Tableau T7.IV.
N7 des fubas Q T 2 3 4 Dosage
" Semageant(em® - - _ _ ) ; —
Solution &talon (om?) 0 (2 .4 0,6 0.8 -
(=11 .25 0.5 075 1
H.C distillée (cm?) 1 Q.8 0.6 0.4 0.2 -
o 075 05 0,25
Réactl (cm™) 3 3 3 3 3 a
P gs pmot 0 0.1 0.2 0.3 0.4 ¥

2) Solution étalon & 0,5 umol de P.em 3
m=05x10"*x136,09x 101 =0,0068 g

ou solution &talon @ 0,4 mmaol de P.om 3
m=04x10" *x 136,09 x 10 - 1 = 0,0054 g.

Dans les deux cas, il faut peser 50 ou 100 fois plus, puis faire une dilution au 1,/50 ou
au 1/100 de la solution préparée par pesée pour préparer les tubes de gamme,



Exercice n® 3 : dosage des phosphates urinaires

Tableau 7.V.

M des ubes Q i 2 3 d & Lhasage

Urina difluéa {crm) - - - - -

Solution étalon {om?) 0 1 2 3 4 5 -
H.C distillée (o) 5 4 3 2 1 0

Raactl {cm) 5 L 5 5 =] 5 5
P gs pmod a 0.8 1.6 2.4 3.2 4 X

1) Solution &talon du tableau @ & 0.8 umal. P cm ~ 3, soit 0.8 mmal. P dm — 2.
Solution étalon meére 1 {1,136/142) x 2 = 0,016 mol P.dm ~ 3, soit 16 mmal. P.dm 3,
Dilution : 0,8/16 = 1/ 20,

2) dU = 1,0 g d'0li [P] e = 1/31 % 1/1,5 = 0,02 mol.dm ~ 2, soit 20 pmol P.cm ~ 3, soit
100 umol P pour 5 cm? d'uring diluée.

Pour que le dosage tombe en milieu de gamme, dilution de 'urine = 2,/100 ou 1,/50.

Exercice n® 4 :

1) Dilution du s&rum au 175, _
Hyperphosphatémie a 100 mg P. dm ¥ — 20 mg P, dm ~ < aprés défécation.

Soit 20 ug Pom -~ # de surnageant. Soit 100 pg dans le tube dosage.
Faire une gamme d'étalons contenant de O a 100 ug P par tube,
Volume total dans chaque tube : 8B cmi,

2} Solution étalon du tableau 3 20 ug P.ocm -~ 3

m de Na,HPO,, 12 H.,0 a peser pour préparer 100 em? de solution étaton
20-10-3x1/31x 358 x 101 =0,0231 ¢.

Il faut peser 10 ou 20 fois plus, puis dilver au 1,/10 ouw a0 1/20 la solution préparée par
peESie,

31 30 a 40 pg dans le tube dosage.

Exercice n® 5 : dosage des phosphates urinaires : méthode de Misson

200
1) Urine P masc g.dm -3 —— x 20 10 *=0,8 g.dm~ %
5
7} Solution étalon & 50 pg P.om~ 2, Soit 50 mg P.dm -2 ou 0,05 g P.dm 3,
Solution de K,HPO, 3 0,5 g P.dm =3

0.5

Myampos = 57 % 174.2% 107" = 0,281 ¢



3 A=036=eC|
0,36
£ = = 55,8 me.mol "

X X 1D3 X 13_2

41 A =0,40.

Exercice n® 6 : étude d'un mode opératoire de dosage des phosphates

1} Chlorhydrate d'hydroxylamine ; 0,973 g.

Polyvinyipyrrolidone © 1 g,

Molybdate d'ammonium : 0,723 g,

Hydroxyde de sodium : 16 g.

Acide sulfurique : concentration molaire volumique = 17,8 mol.dm — 2,
Volume & prélever = 89.63/178x 0.1 = 0.5 cm?.

Il faut prélever 5 em? de solution commerciale diluge au 1/10.

2 [Ej_] =0,256/0,4 = 0.64 [EEI =0,384,/0,4 =0,96
[Ej] =0,512/0,4=0,128 [E,]=0640/04=158

Solution mére de KH,PO, &4 1,0887 - 107 / 136,1 = & mmol.dm ~ 2.
Volumes de soluton S & prélever t E; : Becm? E, :12cm?, E;: 16 om?, E, : 20 cm? ;
puis q s p a 100 em?,

3) L'urine renferme : (2,3 / 142) x 2 = 0,032 mol.P dm - %, soit 12,8 umol P pour
0.4 em? d'urine non diluée,

Pour tomber en milieu de gamme 1/d = 0,5/12.8 = 1,/25, d'od dilutions possibles =
1/20, au 1725, au 1/50.

Quantité approximative de P, dans le tube dosage : 12,.8/25 = 0,512 pmol.

4} Plasma : quantité de P dans le tube dosage = 0,384 pmol.
Concentration du P plasmatique : (0,384/0,4) x 107 = 0,96 mmol.dm ~ 3, soit :
0,96 x 31 = 29,8 mg.dm - &,
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1. PRINCIPE

La spectrophotométrie d'absorption est trés utilisée dans les |aboratoires pour identifier
des substances ou pour les doser,

Les mesures sont réalisées dans I'UV {180 nm < A <= 400 nm), le visible
(400 nm < A =< BOO nm) ou le proche infrarcuge (800 nm < A =< 1 000 nm) {tabl. 8.1.).

Tableau B. I. : Kadiations électromagnétigues Anm
T I T | T Ll
o1 o0 400 800 15 000
Damaina spactral Rayons X Uliravickat Visible Infrarouge i' Micro-ondes
|
Mode d'abearplon fransitions ransions rofaticns at vibrations | redations
par les moldcules des alectrons | des &lecirons des molacules das moléculas
el les atomes profonds peériphériques

1.1. Absorption dans l'infrarouge

L ab=orption d'un rayonnement infrarouge cormespond & une interaction des photons avec
la molécule ou un groupement fonctionnel de la molécule, ce qui provogque une transition
entre les états de vibrations de la molécule (vibration des atomes, vibration de
valence...). L'énergie absorbee en fonction de la longueur d'onde donne un spectre de
bandes étroites caractéristique de la substance analysée.

1.2. Absorption dans I'UV et dans le visible

L'abzorption d'un rayonnement ultraviolet ou visible correspond & une interaction des
photons avec les électrons des couches externes des atomes ou des molécules : les
électrons o et m des llaisons & 'intérieur de la molécule passent d'un &tat fondamental &
un Stat exité,

L'énergie absorbée en fonction de la longueur d'onde donne un spectre de bandes larges.

Les molécules gui possédent des doubles liaisons (-C=0 ; N=N : -N=0 : -C=C- :
-C=C-C=C-}, des triples liaisons —C=C—, des cycles aromatiques ou des hétérocycles
gosorbent dans I'UV lointain (160 nm & 220 nm) ou dans le proche UV (220 nm a 400 nm).

Certaines substances ayant une structure insaturée absorbent sélectivement dans le visi-
ble et apparaissent alors colorées (le permanganate de K, I'hémoglobine, le parani-
trophénol...) [ tabi. B.01.).



Tableau 8. IL. : Couleurs et longueurs d'onde correspondantes

Longuaur d anda (rem) 400 450 GO0 570 550 610 BCO

Caoulewr wineot blow vt jaLme orangé foUge

La mesure de 'absorbance d'une substance colorée se fait, si possible, & la longueur
d'onde de la teinte complémentaire a la couleur. Par exemple 'absorbance d'une solution
de permanganate de potassium violette est mesurée & A = 540 nm (A do maximum d ab-
sorption ou .'-'.,rrm du permanganate dans le visible), tandis que celle du paranitrophénaol
jaune est mesurée 3 405 nm '[';'"man du paranitrophéncl dans le visible).

Il est possible de caractériser une substance en solution par son spectre d'absorption
A = f (A nm) connaissant les longueurs d'onde des maximums d'absorption (vitamines,
coenzymes, acides aminés aromatiques...).

Certaines substances n'ont pas de spectre caractéristigue en raison

— de leur structure chimigue simple ; pas d'absorption en UV et dans le visible (glucides) ;
= du milieu complexe ou elle se trouvent ;

- de leur concentration trop faible pour gue I'on puisse mesurer A (si e coefficient spéci-
fique d'absorption molaire £ est également petit),

Il faudra alors procéder :

— soit avec une réaction colorée spécifique, stable le lemps du dosage el reproductible
(dosages colorimétriques des phosphates, dosages des glucides...) ;

- soit par un dosage enzymatique faisant intervenir une réaction principale, éventuelle-
ment une ou des réactions auxiliaires et une réaction indicatrice avec par exemple con-
sommation ou formation de NADH, HT et mesures d'absorbances en UV (dosages enzy-
matigues de I'alcool, du glucose, des trighycérides...) ;

— so0it procéder & une extraction (entrainement par un solvant organique, par la vapeur
d'eau) avant son dosage.

Le but de la manipulation est de tracer les spectires d'absorption du MAD™ et du
MADH, H* en solutions agueuses, dans le domaine du proche UV,



2. REACTIFS

* NAD™ a peser (nicotinamide adénine dinucléotide : C., Hoy N, Oy, P, Masse molaire
= 663,44 g.mol ~ 1).

 NADH, H™ & peser (dihydronicotinamide adénine dinucléotide disodigue @ NADH,
Na, Coq Hyr M, Na, 0, Po. Masse molaire = 709,42 g.mol ~1).

e Tampon tris — HCI pH 7,40 0,1 mol.dm -3
Tris { hydroxyméthyl) aminométhane
MNH:

HOH ;C—C—CH;OH

CH,OH
Préparer :
— Tris 0,2 mol.dm = # (Masse molaire = 121,14 g.mol ~ %) ;
- HCI 0,2 mol.dm ~3

Four un litre de tampon :
— Tris 0,2 mol.dm =3 : 500 em? ;
- HCI 0.2 mol.dm ~2 : 444 cm? ;
- H,0gsp:1000cm?,

s AR R e e

| 3. FICHE TECHNIQUE

3.1. Préparation des solutions de NADH, H* et NAD*

Préparer par pesées des solutions en tampon Tris-HC| de MADH, H® et de MAD* de con-
centrations molaires égales a2 1.10~ 4 mol.dm - 2.

3.2. Enregistrement des spectres

Utiliser un spectrophotométre & double faisceau muni d'un enregistreur et d'un défile-
ment automatique des longueurs d onde.



Préparer trois cuves appariées, propres, en quartz, de 1 cm de trajet optigue. Remplir une
des cuves avec de I'eau distillée, elle servira a régler le zéro oplique {cuve référence) et
les autres cuves avec les solutions de NADH, H* et de NAD* {cuves dosages).

Introduire |a cuve référence et une des cuves dosages dans le porte-cuve,
Régler I'échelle des absorbances : 0 = A < 2.
Régler le zéro en bout de I"échelle des longueurs d'onde.

Faire déefiler les longueurs d'onde pour @ 230 nm < A4 < 400 nm, a vitesse modérée, par
exemple : 120 nm/min pour une avancée du papier de 80 mmy/min ; soit finalement un
dafilement de 2 nm/mm.

Procéder de meme avec la deuxiéme cuve dosage.

3.3. Questions

1) Annoter correctement les courbes (titre, échelles d'absorbance et de longueurs
d'onde).

2} Sur les courbes enregistrées, déterminer, avec précision, les longueurs d'onde des
maximums d'absorption : A1 et .2,

3} Compléter le tableau ci-dessous et commenter les résultats obtenus.

HAD* BlADH, H™

A1
An2

4) Déterminer le pourcentage de pureté des produits pesés : NMADH, HY &t du NAD*
solides.

Données :
_ - 2 -1
ENADH, He & 340 nm = 630 m<.mol

~ EMADH, H+ & 260 nm = ENAD+ & 260 nm



4. MODE OPERATOIRE

4.1. Pesées de NADH, H* et de NAD"

Myapey, e = HOT09 g et My, = 0,0663 g pour U = 1 000 cm” de chacune des solu-
Tions agueuses,

4.2, Pourcentage de pureté des produits pesés

Tableau de résultats :

’ ]
rAD* MADH, H*
A II:'|'1 Yal+ AH".IAI_'IH H+
ALz A.?"-IAL'I- A.?"-I-".IJH Ha
A + H ]
C L 2 2MADH, H 2NADH, H
gnmoldm = =
MADH, H £ Kl 8 300

NADH, H & 340 am

Concentration massigue du MADH, H* en g.dm —7 :

A
INADH, H' IMADH, HT
= XM = % 709,42
& 300 MADOH, H & 300

Pourcentage de pureté (% en masse) du NADH, H™ »

A
FNADH. HT 100
w092 X —
6 300 0,0709
A A
2 -1 . -1 1NADH, H+ iMADH, H+
E ‘ {im™ mal I=E . (m~ il I= = % 530

MADT a 260 nm NADH, H* & 260mm CranH, H+ 1210 Agspan, He

{Correction des unités)



A . & . i .
-3 ANAD 1MAD 2MA0H, H
c ,enmoldm = = x
NALD E A paces, 1 630

MAD™ & 260nm x 1

Concentration massigue du NAD * eng.dm — 7 ;

A A )
1AL 2MaDH, H
X x 663,44
A 630

IMADH. H

Pourcentage de pureteé (% en masse) du NAD ™

A A
* D, 1 100
AR TADRR 663,44 x

Ao 630 0,0663

5. EXERCICES -

Exercice n® 1 :

Calculer la concentration massique d'une solution de riboflavine dans de "acide chlor
hydrique & 0,1 mol.dm ~ 3 dont I'absorbance mesurée 3 A = 400 nm est de 0,680.

Données ; Cuve de 1 cm de trajet optique. Le coefficient spécifigue d'absorbance mas-
sigue de la riboflavine en solution HC1 8 0,1 mol.dm ~ 3 =293 m? g -1 {a 20 “C).

Exercice n® 2 :

Le L tryptophane [masse molaire : 204 g.mol ~ 1y a un coefficient spécifique d'absorbance
molaire de 56.10° Lmol ~Lem -1 4 2798 nm (20 °C).

Calculer son coefficient spécifique d'absorbance massigue pour la méme longueur
d'onde.

Exercice n® 3 :

Une solution d'acide foligue et de riboflavine a une absorbance de 1.320 & 4 = 260 nm
et de 0,465 a A = 370 nm.



Calculer la concentration des deux constituants sachant que :

~ pour I'acide folique © e,y = 54.0m7g ! (egpy, =180 m?g -1
~ pour la riboflaving : €500 . = 78.0m2g e, =285mig 1
(cuve de 1 cm de trajet optique)

Exercice n° 4 : (extrait suet BTS)

Dans la cuve d'un spectrophotométre (de trajet optigue 1 cmj on ajoute 8 1 cm? d'une
solution S contenant un mélange de glucose-6-phosphate et de glucose-1-phosphate,
1,5 cm? d'un réactif renfermant un excés de NADP *, de MgCl,, de glucose-G-phosphate
dézhydrogénase. L'absorbance lue & 340 nm augmente de 0,47,

Puis on ajoute au contenu de la cuve 1.5 cm? d'une solution de phosphoglucomutase,
L'absorbance augmente jusqu'a 0,60.

Deduire de ces expériences les concentrations molaires volumiques de la solution initiale
en glucose—1-phosphate et en glucose-6-phosphate. Justifier les calculs effectués,

DONABES | Eyarey e § 340 nen = B30 M2.mol -

Exercice n® 5 :

Une solution alcaline de paranitrophénol a été préparée de la maniére suivante ;
— solution de paranitrophénol & 12 mg.dm ~ 3 : 5 em? ;

- H0:d4cm?;

— solution d'hydroxyde de sodium & 0,1 mol.dm ~3 @ 1 cm?,

L'enregistrement du spectre d'absorption du paranitrophénol en solution alcaline a donneé
le graphe représenté sur la figure 8.1, (350 nm < A < 500 nm}.
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Fig. 8.1. Spectre d'sbsorption du piP en solution alcaline



Calculer le coefficient spécifique d'absorption molaire du paranitrophénol (masse molaire
M = 13911 g.mol =), g en m?mol %, au b . dans les conditions du mode opéra-
toire.

Exercice n® 6 : (extrait sujet d'examen)

1} Donner la définition de :
— la transmittance ou transmission T ;
— |"absorbance A (ou densité optique Do),

Calculer I'absorbance d'une solution dont |a transmittance prend les valeurs successives
suvantes :T=0% ;T=1%,;T=10% ;T=580% ;T =100 %.

Le cadran d'un spectrophotometre comporte deux échelles, 'une pour la transmitiance,
["autre pour |'absorbance. Dessiner succinctement ces 2 échelles en les disposant de la
fagon suivante ;

100 % 0%
L T
A
Commenter.

Z) On dose une solution de permanganate de potassium par colorimétrie. A la longueur
utilisée & = 540 nm, A = 0,415,

-~ Pourguoi at-on utilisé cette longueur d'onde 7

- Calculer la concentration molaire de la solution sachant que le coefficient d'extingction
molaire est égal a 2 160 cm ~Limoll - 1) - 1 pour |a longueur utilisée et que I'épaisseur
de la cuve ast de 1 cm.

Quelle est la concentration massique en mg.l ~ 1 de la solution ?

Donndes ' K=3%g.mol -1 : Mn=55gmol ~1;0 =16 g.mol -1,

) En fait, la solution contient un produit génant de coefficient d'extinction molaire egal
& 10%.em ~Limoll 1) -1 et de concentration molaire égale & 10 ~% mol.l -1, Calculer la
concentration réelle de la solution de permanganate de potassium,

Commenter.
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C{}RHECTION DES EXERCICES
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Exercice n® 1 :

c=— 280 0= 00232gdm >

293x10 °

Exercice n® 2 :

= 27518 ‘om soit: 275 Mg

Exercice n® 3 :

1,320 = 540 x Eacln:le folicue + 780 x Erlbﬂflavl"e {1]
0,485 = 180 x i:h".;h:u:ha fobigue + 285 x crltll:lflEl'l.'ll'lE' 2
De (1) et (2), on en déduit que C__ 4 i = Cribofiaine = @001 g.dm =3,
Exercice n® 4 :

Blucose—G-p désh}'drngéﬂabe
glucose—6-F + NADP * + H,0— ————m= acide 6 P gluconigue + NADPH, H

pnosphoglucomutase
glucose-1-P » glucose-G-F

Myaph, He TOTMEES =N e b axydées

047 x 10° 2.5

1) [glucose-6-P] = ————— % — = 1,86, 10 " moldm
630 x 10 1
0,60x 10 4 3
2} [glucose] dans la solution 5 = —_2 ¥ — = 3,81.10 ! mol.dm
B30 x 10 I

[glucose-1-P] = 3,81.10-1- 1,86.10% = 1,95.10 mol.dm™ 3

Exercice n® 5
= Aoy = 405 nm
- 'ﬁ""l"mm = U.?E = E’-d.l.'flﬁ |'||1|'|:'-\'I'I



0,76

Egninm = — -3 =1 762 m?.m-::-l :
12 x 10 1 : .
R Mo X 1'334'-1 10 .
139,11 i
Exercice n° 6 :
1} T=¢/4d,x100 A=log oy /b
by /6= 10" 0/ 0g=10""
T=g/g,x 100 0 % 1% 10 % L e 100 =5
/0 H 0.04 0,1 0.5 1
B o 100 10 2 1
A=logog/ o 2 1 03 0
100 % B0 % 10 % 1% 0%
I 'l
A
0 0,3 1 2
E:I :."I'I"ﬂ.l.

C =0,415/2160 = 1,921.10 ~* mol.dm - 3

p=1,921.10 -* x 158.10% = 30,3 mg.dm - 3
3 A e T Fpoa - X Cpg 21 +E, xCox 1

’”‘u{-"fx"'%“l

Mra F
Mpod

C, = interfere peu sur le dosage du permanganale.

=1.92.10  moldm -
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Les analyses biochimigues procédent trés souvent par spectrophotométrie. |l
est important de vérifier périodiguement la qualité des mesures d'absorbance
réalisées avec un spectrophotomeétre, notamment si I'appareil sert a détermi-

ner des activités enzymatiques : détermination qui exige la mesure précise
d'une variation d"absorbance en fonction du temps.

Le but des manipulations proposées est de réaliser quelques tests simples et
faciles de mise en cuvre, qui permettent a I'utilisateur d'un spectrophotométre
de vérifier les gualités de fonctionnement de I'appareil, dans le cadre strict de
la maintenance préventive.

Ces contrdles ont pour objet :

* le controle de la justesse d'affichage des longueurs d'onde et du monochro-
matisme ;

* le controle de I'exactitude et de la linéarité des absorbances ;
* |e contrale de la stabilité des absorbances.

1. PRINCIPE

L S|oU'FRETTRERT . T S.TT ke Ll AT e AL T TR ED . TR S RS TTLAdaa o BT -

Les normes AFNOR T 01-030, T 01-033, T 01-036 définissent les gualités ot les carac-
téristiqgues des spectrophotomeétres ainsi que les méthodes de controle de performance
des appareils {(fig. 9.1.).

Source Fenle Fenie
lumineuse denlres e sorhe Ricepiaur
E E Cuwve  pholoélecirigue aﬁa‘uﬁiﬁla
"-«-h’f..r" - -

7N E _"O ] \

Ampli hicateur

Enragistreur

Monochromaleur

Flg. 9.1, Schima de princips d'un specirephotomelre d'asoplion moléculaing



1.1. Dispositifs de production d'un faisceau de radiations

1.1.1. Sources de radiations

Les sources de radiations produisent un spectre d'émission caracteristigue, gui couvre
un domaine de longueurs d'onde plus ou moins &tendu.

Les radiations sont émises :

— Par des solides chauffés : une lampe a filament de tungsténe émet un spectre continu
dans le visible et le proche infrarouge.

Un filament de Nernst (formé d'oxydes frittés de airconium, thorium et cérium) ou un fila-
ment de nichrome (fil résistant), chauffés électriguement émettent dans l'infrarouge.

- Lors de décharges électrigues dans des gaz rardfiés : les lampes aux halogenes, les
lampes a hydrogéne ou au deutérium, émettent un spectre continu dans 'ultraviolet,
alors que les lampes & vapeurs métalliqgues émettent un spectre de raies : comme la
lampe & vapeur de mercure qui émet un spectre discontinu dans "UY.

Un appareil peut posséder une ou plusieurs sources de radiations (fig. 9.2.).

Energie émise
A

3000 K

2000k

i ] l -
L] 1000 1500 2000 Agnm)

a Spslee d'émission d'un filament de tungsténg

Erergio mise

1
T 2653.6nm
L ER
: a65
2987 435 8 5.1
4046 | 579.1
A lnmp

b. Spectre de raies de la lampe 4 mercure
Fig. 8.2, Spectres d emission o8 Sources lumineuses = a, SOWrce continee ; b, source discontine



1.1.2. Sélecteurs de radiations

Il s'agit du ou des dispositifs qui permettent d'isoler un faisceau de radiations a partir du
spectre émis par la source de radiations.

Une fente d'entrée et une fente de sortie peuvent étre associées a ces dispositifs. La
pureté du faisceau de mesure dépend de |a largeur de ces fentes.

On appelle bande passante, I'ensemble des radiations isolées par le sélecteur de radia
tions, & partir du spectre émis et ceci, pour une longueur d'onde nominale donnée.

Cette bande passante, d'allure généralement gaussienne, est caractérisée par sa largeur
en longueur d'onde & mi-hauteur de la courbe : c'est la largeur de la bande passante
exprimée en nm. Dans le cas d'une bande passante etroite, le sélecteur de radiations est
appelé « monochromateur » {prismes, réseausx).

Nature des sélecteurs de radiations

- Les filtres absorbants : en verre ou en gélating, ils absorbent sélectivement certaines
radiations. lls sont caractérisés par I1a longueur d'onde a laguelle la transmission est
maximale et par leur bande passante, large : 20 nm &t plus.

Il s'agit de sélecteurs a variation discontinue de longueur d'onde. || faut intercaler un fil-
tre sur le trajet du faisceau de radiations en fonction de la longueur d'onde de travail.

- Les filtres interférentiels ! ils résultent de 'empilement de lames de verre recouvertes
de fines couches métalliques.

Quand un rayon lumineux traverse 'ensemble, des interférences de radiations se produi-
sent, avec une absorption plus ou moins grande de la lumiére pour certaines longueurs
d'onde et une transmission maximale pour d'autres longueurs d'onde.

- Les prismes el les réseaux : les réseaux ont remplacé progressivement les prismes. s
peuvent étre formés d'une lame de verre strigée, mais plus souvent de métal portant des
raies fines et paralléles,

Un réseau fournit a partir d'une lumiére blanche des spectres de diffraction. Le pouvoir
de résolution du réseau est supérieur a celul du prismae.

Les prismes, les réseaux et les filtres interférentiels réglables sont des sélecteurs a vari-
ation continue de longueur d'onde. Les differentes radiations gu'ils séparent peuvent
défiler de fagon continue.

1.1.3. Les principaux types de spectrophotométres

En fonction du dispositif de sélection des radiations, on distingue :

* Les appareils 8 sélecteur de radiations, a variation continue : ils ont une source de
radiations a spectre continu, couplée a un sélecteur de radiations a variation continue. lis
permettent de sélectionner n'importe quelle longueur d'onde.

= Les appareils a sélecteur de radiations, & variation discontinue :
- appareils a spectres de raies : spectre discontinu & cause de la source de radiations
— appargils & filtres : spectre discontinu & cause du sélecteur de radiations.



En fonction de la méthode de mesurage, on distingue :

* Les gppareils a double faisceau ; le résultal est obtenu par la comparaison simultanés
d'un faisceau de mesure et d'un faisceau de référence : deux cuves optigues sont traver-
séps simultanément.

En milieu professionnel, ifs sont plus utilisés gue les appareils a simple faisceau,

« Les appareils a simple falsceau @ le résultat est obtenu & partir des mesures succes-
sives du faisceau de référence et du faisceau de mesure.

1.2. Analyse des qualités des spectrophotomeétres

1.2.1. Justesse ou exactitude de I'appareil

C'est la qualité qui exprime 'aptitude d'un appareill & donner des valeurs égales a la
valeur « vraie « théorigue (T) de la grandeur mesurée (résultats d'absorbance, de % de
transmission ou de concantrations).

Ainsi, la justesse traduit Paptitude d'un appareil a donner des valeurs qui ne soent pas
entachées d'erreurs systématigues.

La justesse (ou l'exactitude) de 'appareil dépend de la pureté spectrale du faisceau de
radiations et de |a linéarité de ia réponse de la chaine de mesurage.

Pour les spectrophotométres munis d'un monochromateur & variation continue, la largeur
de |a bande passante est fonction essentiellement :

+ 5 le sélecteur de radiations est un réseau ;

- de la qualité du réseau (nombre de traits, par mm. plan ou concave...) et de la dis-
tance focale du monochromateur. Ces parametres sont constants pour un spec-
trophotométre donné ;

- de la largeur des fentes d'entrée et de sortie du monochromateur. Plus les fentes
sont fermées, plus étroite ast la bande passante, mais aussi, moins la cellule regoit
de lumiére.

* 5 le sélecteur de radiations est un prisme :
— de la gualité du prisme : angle au sommet, matiére, type de montage ;
- de la longueur d'onde : les prismes étalent plus largement |es courtes longueurs
d'onde que les longues ;
- de la largeur des fentes ; pour une ouwverture des fentes constante, |a largeur de la
bande passante s'élargit au fur et & mesure que les lengueurs d'onde augmentent.,

La justesse d'un appareil peut étre déterminée au moyen de solutions étalons dont les
absorbances a des longueurs définies sont connues avec précision, par exemple : solu-
tions de sulfate de cuivre, de sulfate ou de nitrate de cobalt, de nitrate de nickel, de
bichromate de potassium, de paranitrophénol = substances dont les bandes d'absorp-
tion, dans le visible, ne sont pas trop étroites, afin que les largeurs des fentes associées
au dispositif optique ne soient pas un facteur influgngant le résultat.

Les substances choisies doivent etre pures, stables et non fluorescentes.



La justesse (ou 'exactitude) d'un appareil est caractérisée par |'emmeur de justesse (E) ¢
écart entre la movenneg arithmeétique {m) des valeurs données par ["appareil au cours de
mesures répétées d'une méme grandeur et la valeur « vraie » théorique (T) de la grandeur
mesurae,

La détermination de I'erreur de justesse implique d'effectuer un grand nombre de fois le
mesurage dans les mémes conditions opératoires,

1.2.2. Fidélite de I'appareil

Crest la qualité qui exprime "aptitude d'un appareil a donner, pour une méame valeur de la
grandeur mesurée, des valeurs concordant entre elles.

Ainsi, la fidélité exprime |"aptitude d'un appareil. 8 donner des indications gui ne soient
pas faussées par des erreurs fortuites (dites « erreurs aléatoires « ou « erreurs acciden-
telles «) ou par des phénomenes de dérive,

L'erreur de fidélité est exprimée par la répétabilité des mesurages | dans un laps de
temps assez court. pour une méme valeur de la grandeur mesurée, on effectue une série
de mesurages, sur le méme échantillon, dans la méme cuve.

L'erreur de fidélité tracuit la distribution des valeurs mesurées autour de la moyenne
arithmétigue {m] d'une série de mesurages.

1.2.3. Précision de I'appareil

C'est la qualité qui exprime "aptitude d'un appareil a donner des valeurs proches de la
valeur « vraie = théorique (T) de la grandeur mesurée.

Elle est caractérisée par I'erreur de précision (= erreur globale ou totale, due a I'erreur de
justesse + "erreur de fidélité) qui affecte les résultats dans les conditions normales
d'emploi de |'appareil. La précision varie en fonction de la longueur d'onde, de |'absor-
bance ou du pourcentage de transmission, ou de |la largeur de la bande passante
(cf. § 1.2.1.).

1.3. Analyse des qualités des systémes optiques

1.3.1. Justesse de 'affichage en longueur d'onde

C'est 1a qualité qui comespond & 'aptitude d'un appareil & délivrer des radiations de lon-
gueur d'onde égale a la valeur affichée.
Elle est caractérisée par I'erreur de justesse | E.

La justesse de "affichage en longueur d'onde peut &tre vérifiée par "absorption de solu-
tions agueuses de nitrate ou de perchlorate d'holmium, par exemple.

1.3.2. Fidelité de I'affichage en longueur d'onde

C'est la qualité qui correspond & "aptitude d'un appareil & donner, pour une méme valeur
d'affichage de longueur d'onde, des longueurs d'onde concordant entre elles.



REMARQUE : en iologie, la notion de précision n'est pas caractérisée comme en chimie
ou en physigue par l'errewr totale (normes AFNQOR) mais par I'erreur aléatoire : elle traduit
Paptitude d'une technigue de dosage & donner, pour ung méme grandeur mesurée, des
résultals qui concorden! entre eux el correspond ainsi & 1a qualité de fidélité,

[ BT NN K PR TR PR T N R L Y Iy KRl T L T

contmle de Ia Imearlte et de I exactltude
des absorbances d'un spectrophotometre

mzm" 'Ian" . "..r'.' ". T = C - T T TS I TN S R L T T

1. PRINCIPE

On propose de contrdler la lindarite et 'exactitude des absorbances, au moyven de solu-
tions étalons de paranitrophénol {pMP : Masse molaire = 139,11 g.mol ~ ).

Ces solutions présentent un pic d'absorption assez large vers 405 nm et I'absorption suit
la lai de Beer-Lambert dans le domaine d'absorbance testé - 0= A= 2.4,

Dans les conditions opératoires choisies | solutions de paranitrophénol en milieu tampaon
digthanolamine-HCI1 0,1 mol.dm - 4, pH 9.5, le coefficient spécifique d'absorbance
molaire, a 405 nm, est : ¢ = 1.8.10% m<.mol -



2. REACTIFS

» Solution étalon de paranitrophénol & 139 mg par dm? en milieu tampon digthanol-
amine - HCI 0,1 mol.dm -3, pH 9,5.

s Tampon diéthanolamine - HCI1 0,1 mal.dm 3, pH 9,5
— HCl 4 0.1 mol.dm-2:19835cm?;
— diéthanolamine 3 0,1 mol.dm - # : B06.5 cm-.

3. FICHE TECHNIQUE

3.1. Manipulation

A partir d'une solution étalon de paranitrophénol & 139 mg par dm?, réaliser les solutions
atalons suivantes, en milieu tampon pH 9.5 :

i
[pMP] moldm-2 | 10-5% | 510-% | 10-% 2.10-5 4.1&-5Ls.1u-5 10-* | 12104

S — S

Effectuer les mesures d'absorbance & 405 nm.

3.2. Questions

1) Donner sous forme de tableau :

— la réalisation de la gamme de concentration en pNP et les calculs justificatifs ;
- les absorbances théoriques calculées ;

= |les ahsorbances mesurées.

2 Tracer sur une feuille de papier millimétré, les courbes :

= Aeaurses = [ LIPNP])
~ Acaicuiees = T ([PNP]}.

3) Déterminer graphiguement le coefficient spécifique d'absorbance molaire et calculer
I"erreur d'exactitude et e degré d'inexactitude :

- emeur d'exactitude : Ae=| Elhéﬂ:ique -F ex péfirmontal ]

— degré d'inexactitude : A«
—x 100

Ethé-muue



4] Donner une conclusion sur la qualité - linéarité et exactitude — des absorbances don-
nées par le spectrophotométre soumis au contrile,

4. MODE OPERATOIRE

4.1. Tableau de réalisation des solutions étalons (tab. 9.1}

Solution étalon de paranitrophénol & 139 mg par dm?, soit 10~ 3 mol.dm - 3,

Calcul des absorbances théorigues (A = £ x C x | = 18 000 [phP] éalons (trajet optique de
1 cmj.

Tableau 9.1.
-3

[PHF) mol.dm 10-%  510-%  10-5  210-5  410-%  G10-5  10-% 1210-%
& preparer

Coellicient 1 5 1 2 4 6 1 1,2

de dilutian 102 107 102 102 107 109 10 10
‘"‘f"“‘”“”“ 0,018 0,080 0,180 0,360 0.720 1,080 1,800 2 160
h b= 405 nm

4.2, Tracés graphiques

Attention au choix des échelles en abscisses (fig. 9.3.).

|+ — : : : r g
o% 1007% 201078 agin-® 60108 R 1201078

o 510°° [eMP] mol fdm™
L
1

Fig. 8.3. Echefle des abscisses des courbes A = f [ phiP]



4.3. Défaut de linéarité

Un défaut de linéarité pourra étre imputé a 'appareil, si plusieurs séries de résultats e
confirment, ou au mangue de précision du manipulateur (0 % £ degré d'inexactitude
= 3 % au cours d'une séance de travaux pratiques).

Controle des qualités
d'un spectrophotometre

S —— R — S S

1. PRINCIPE

1.1. Contridle de la qualité des systémes optiques

1.1.1. Contrbole de la précision d'affichage des longueurs d'onde
et du monochromatisme

I s'agit de comparer les longueurs d'onde des maximums d'absorption et les valeurs des
absorbances correspondantes, affichées par le spectrophotométre & contrdler, avec les
wvaleurs théorigues caractérisant un &talon.

Le domaine spectral doit couvrir les principales longueurs d'onde utilisées dans les
domaines U V et visible.

Le nitrate ou le perchlorate d'holmium en solutions agueuses présentent des bandes trés
Etroltes d'absorption dont les longueurs d'onde sont nettement définies entre 350 et
630 nm, lengueurs d'onde trés utilisées en biochimie (tabl. 801 et fig. 9.4.).

Ces sels sont utilisés, a la concentration de 50 g.dm — 3, comme solutions de contrile de
I'affichage des longueurs d'onde et du monochromatisme.



Tableau 9.1l. : Longueurs d'onde (en nm) correspondant aux principaux pics d'absorption

Parciviorane o halmivm NMilrate a'holmiwm
3450 245
Je0.4 361
415,0 416
4200 451
449.5 473
4500 485
485,0 537
483.0 641
6340
G360
6480
632.0

— — — s e —

05— ———==7=—{-—

Fig. 9.4, Spacire d'absorplion du nitrafe J holmium

Pour chacun des pics du spectre, les absorbances mesurées sont fonction de la gualité
du monochromateur : plus les absorbances sont élevées, meailleure ast la gualité du

mongchromateur (V. « justesse ou exactitude de "appareil «).

L'ouverture des fentes diminue considérablement la sensibilité apparente de |"appareil.

_——— o —— e S R S B IS SRR My ey e e

350 400 4I5'D EO0 550 600 650 700 750 BOO

__._.._-|_____..L____-|

|
AR ENU B

Longueur d'onde (nm)

1%



1.2. Exactitude et linéarité des absorbances

La Ioi de Beer-Lambert établit 1a relation affine qui existe entre 'absorbance A et la con-
centration molaire d'une solution C A =g x I x C.

Le coefficient d'extinction molaire £ n'est constant que pour des solutions trés diluées,
c'est-adire pratiguement C = 0,01 mal dm 3,

D' |:|' -"|'..'|'||:=.|:I:-EH:H:'.':l 3. |_1|. -1
ou . E"I'I'I-l'll]‘ = m = M I CImy
pour : | = 1 cm de trajet optique

A = 3
C =10"< mol.dm -3
gt, pourC <= 102 mol.dm~*:£ > 300dm? - mol ! - em~You 30 m? - mol — 1.

On utilisera donc des sclutions étalons dont le coefficient specifique d'absorbance
meolaire £ a la longueur d'onde testée est suffisamment élevé pour que la fonction d'é
talonnage soit définie pour A variant de 0 & 3.

1.2.1. Exemples

Pour le proche UV (334-340 nm)

» Utilisation du NADH, H* : les solutions étalons sont préparées par pesées de sel dis
odique (masse molaire 7095 g.mol = *) en tampen Tris 80 mmol.dm ~ 2 jtabl, 9.01.),

Tableau 9.I1IL.
MADH, =¥ Absorhances théorigues 4 ©
J— 4 =334 nm i = 340 nm A = 365 nm
HCH: ¢« 618 mF mol- 1 ¢ = B30 mF mol - ¢ = 340 m¥ mol -1
835 0,342 0,400 0,216
127 0,785 0,800 0432
190.5 1477 1,200 0,648
254 1,570 1,600 {1,864
ki 1,959 1,997 1,078
3487 2,155 2197 1.186

Il est possible d'utiliser le « it commercial ; WW-TrokBiomérieux (réf. 6.231.1.).

« Utilisation du bichromate de potassium ; les solutions étalons sont préparées & partir
d'une solution étalonnée & 250 mg.dm -~ ? dans de I'acide sulfurigue a 5.10 -2 mol.dm —3
ftaty, 8.0v.).



Tableau 9.1V.

Bichromale de K Abhzorbanoes INGOMGURE SRBAoxmatives a &
art mg.dm =3 A =334 nm A= 30 nm A =350 nm A = 365 nm
&0 044 0,48 0,52 043
100 0.68 0,98 1,05 0.88
150 1.1 1,48 1,57 132
200 1.75 1,96 &1 176
250 2139 d A 2,60 2.20
A 405 nm

= Utilization du paranitrophénol | les solutions élalons sont préparées a partir d'ung
solution & 50 mg.dm ~ 2 dans de la soude & 0,02 mol.dm ~ = [tabl. 9.V.).

Tableau 9.V.
Solution & 50 mg.am —F MaOH & 0,08 maldm Absorbances approximatives
fem] g3 p 50 o fon) 4 A =405 nm
5.0 450 0,50
10,0 40,0 1,00
15,0 45,0 1,50
20,0 0.0 2,00
250 25,0 250
30,0 20,0 3,00

il est possible d'utiliser le « kit =« commercial : Préciset P. Boehringer (réf, 293.455).

¢ Ulilisation du nitrate de nickel : préparer par pesée de produit pur pour analyses ung
solution & 0,57 mol.dm ~ 2 de nitrate de nickel dans de I'acide nitrique 3 0,1 mol.dm — 3.
Réaliser les dilutions indiquées dans le tableau 9.V,

Tableau 9.VI.
Solution 2 0,57 mal.dm =2 HNO, 4 0,1 moldm =3 Abzovbances approximatives
ferm) fer) 4 i = 405 nm
1 14 012
2 18 025
4 16 0,50
8 12 100
12 8 1,00
16 4 2.00
20 a 2,50




De 250 a 750 nm

Il est possible d'utiliser le coffet Holnicob-Biatrol.

Le contrdle de la lingarité et de la justesse des absorbances mesurées est réalisé en util-
isant :

- des solutions de nitrate de nickel en miliew acide : pH 1 ;

— des solutions de nitrate de cobalt en milieu acide ; pH 1.

IMPORTANT : pour le réglage du zéro du spectrophotomelre, il faut uliliser le solvant de
chacune des solufions étalons.

1.3. Stabilité des absorbances

Il s'agit de mesurer I'absorbance toutes les 30 secondes pendant 20 minutes, pour éven-
tuellement mettre en évidence un délai de stabilisation, une instabilité ou une dérive.

Ce test peut étre effectué a plusieurs niveaux d'absorbance, par exemple autour de zéro
{eau distillée} puis vers une absorbance de 2 et ceci aux longueurs d'onde de travall les
pius utilisées au laboratoire (340 nm avec le dichromate de potassium ; 40% nm avec le
pMP).

2. REACTIFS

» Sels d'holmium  solution aqueuse de perchlorate d'holmium ou de nitrate d'halmium
a 50 g.dm ~# {on peut utiliser les coffrets de controle qui contiennent ce réactif en
ampoules scellées),

« Solution de paranitrophénol @ 10 mg.dm ~ 7
— paranitrophénol : 10 meg ;
~ solution d'hydroxyde de sodium a 0,1 mol.dm -2 g s p: 1 000 cm?,

Cetlte solution présente un pic d'absorption assez large vers 405 nm pour une
absorbance maximale de 1,2, Elle peut étre utilisée pour le controle de la ligne de base.

« Coffret Holnicob-Biotrol

¢ Produits chimigues et solutions cités précédemment,



3. MODE OPERATOIRE

3.1. Controle de la qualité des systemes optiques

3.1.1. Controle de la précision d'affichage des longueurs d'onde
et du monochromatisme

Reéalisation des essais

Faire 10 fois |e controle d'un spectrophotomeétre (par exemple 10 étudiants contrdlent un
meme spectrophotoméatre).

a) Contrdle d'un spectrophotomeétre & double faisceau muni d'un enregistreur et d'un
défilement avtomatique des longueurs d'onde

* Contrale de la ligne de base

Ce controle & pour objectif de vérifier I"absence de varialions de transmission opligque des
deux faisceaux.

It consiste @ enregistrer la « ligne de base » correspondant & une absorbance nulle
tA = 0,000, ou a une transmission de 100 %, en faisant défiler en continu les longueurs
d'onde, dans les conditions opératoires suivantes

= sans introduire de cuves dans |'appareil ;

= en infroduisant deux cuves appanaes, propras &t remplies d'eau distillée {('une dans le
faisceau de référence, 'autre dans [e faisceau de mesure) ;

— en introduisant deux cuves appariées, propres et remplies de la méme solution dont
I'abszorbance maximale ne dépasse pas & = 1,200 {par exemple une solution alcaline de
paranitrophénol & 10 mg.dm — 3.

{ Choisir deux cuves en guartz ou en silice =1 'appareil est prévu pour 'UY).
Dans chacun des cas, régler le zéro en bout de 'échelle des longueurs d'onde.
Faire défiler les longueurs d'onde,

Yérifier que la « ligne de base » soit parfaitement rectiligne dans les trois cas.

La présence d'anomalies signifie que |'appareil est déréglé. Vérifier que les cuves ne
soient pas en cause (souillées ou rayees) | anomalies dans les 2 demiers tests, Noter
les variations de |'absorbance en fonction de la longueur d'onde A

* Enregistrement du spectre d'absorption au nitrate d"holmium
Remplacer I'eau distillée de la cuve de mesure par la solution de nitrate d holmium.

Faire défiler les longueurs d'onde & vitesse modérée (défilement des longueurs d'onde a
120 nmy/min, dérovlement du papier 60 mm,/min ; soit finalement un défilement des
longueurs d'onde & 2 nm,/mm).



Déterminer avec précision les longueurs d'onde des maximums d absorption et les
absorbances correspondantes.

Compléter le tableau de résuitats (fabl. SV

Tableau 9.VII.
Lomersove  logun g oaes s
d'absorplion {rm) (Am) proposées lues
641 0,37
536 0,52
45 018
473 0,08
451 0,48
416 027
361 0,22
s 0,06

Comparer les résultats obtenus aux valeurs proposées comme références,

b} Contrdle d'un spectrophotométre a simple faisceau

Préparer deux cuves appariées, propres et remplies, I'une avec la solution de nitrate
d’holmium, ["autre avec de 'eau distillée.

Mesurer les absorbances :

= pour les longueurs d'onde correspondant au maximum dabsorption théorigue de
chaque pic, proposées dans le tableau 9.V, ;

— puis, pour les longueurs d'onde voisines (jusqu'a £ 5 nm) de ces longueurs d'onde.

IMPORTANT : pour chague longueuwr d'onde affichée sur 'appareil, il faut régler le zéro
d'absorbance sur la cuve qui contient I'eau distillée.

Compléter le tableau de résultats.



Tableau 9.VII.

Valeurs de référence Mesures
Lomgueurs d'amda Absarbances Longuewrs donde affichees A A
dies principaus pics roposees —_—— des pics e
arabssarmiion {mm) Afrssarbances les d'alrsonmtion
641 0,37
535 0,52
485 ER L]
473 0,08
451 0,48
416 0,27
361 022
345 0,06

Comparer les résultats obtenus aux valeurs proposées comme références.

Résultats
1) Comparer les résultats obtenus aux valeurs retenues comme référence.

2} Justesse de ['affichage : pour une longueur d'onde donnée. calculer 'erreur de
justesse (E) : écart entre la moyenne arithmeétique (m) des 10 valeurs obtenues par les
manipulateurs d'un méme appareil et la valeur conventionnellement vraie {T].

Les longueurs d'onde déterminées ne doivent pas différer de plus de £ 1 nm de celles
proposées.

Les absorbances ne doivent pas différer de plus de + 1.10 -2

J1 Fidélité de I'affichage : pour une longueur d'onde donnée, calculer 'erreur de fidélité :
écart-type (o} calculé a partir des 10 valeurs obtenues.

E[:-:i—rnf2
M-1

M nombre de valeurs obtenues < 30

3.1.2. Estimation de la largeur de la bande passante

Pour les spectrophotométres & réseau, opérer a deux longueurs d'onde différentes @ une
dans I'UV, "autre dans le visible (la largeur de |la bande passante est constante en fone-
tion de A).

FPour les spectrophotometres a prismes et 3 filtres interférentiels continus dont la largeur
de la bande passante varie en fonction de A, opérer a toutes les longueurs d'onde des
pics d'absorption.

Pour chague pic d'absorption, déterminer l'intervalle de longueurs d'onde dans lequel 'ab-
sorbance est egale a la moitieé de 'absorbance maximale ;| exprimé en nm, cet intervalle
est pour une ouverture de fente donnée une estimation de la largeur de la bande passante.
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3.2. Controle des mesures d'absorbance

Les contriles de la lingarité et de I'exactitude des ahsorbances données par un spec-
trophotométre peuavent étre réalisés avec des solutions étalons de nitrate de nickel et de
nitrate de cobailt.

Les solutions étalons de nitrate de nickel en solution acide nitrique & 0,1 mol.dm — 3
{pH 1} ont pour concentrations molaires : 0,1 mol.dm =2, 0,2 mol.dm - ? et 0,3 mol.dm ™%,

Les solutions de nitrate de cobalt en solution acide nitrique 3 0,1 mol.dm 3 (pH 1) ont
pour concentrations molaires : 0,025 mol.dm ~ 2, 0,05 mol.dm ~*, 0,1 mol.dm -~ ? et
0,2 mol.dm = 3,

3.2.1. Réalisation des essais

Préparar deux cuves gppariées, propres (en quartz ou en silice, si 'appareil peut fone-
tionner en UV,

Remplir I'une des cuves avec une des solutions étalons de nitrate de nickel ou de nitrate
de cobalt et 'autre cuve avec le solvant de préparation des solutions étalons @ solution
acide nitrique 3 0,1 mol.dm - {réglage du zéro du spectrophotométre).

« Controle d'un spectrophotomeétre a double faisceau muni d'un enregistreur et d'un
defilerment automatique des longueurs

Enregistrer le spectre d'absorption de chacune des solutions étalons,

Compléter les tableaux 90X, of 9.X,

Tableau 9.1X. : Sglutions de nickel

Solutions gialons a
0.1 maf dm ~ 3 0.2 mel.dm—F 0.4 ol o —#
A A A A A A A A
HI‘d‘I‘.‘Iﬁ'qIL:‘{!S i A T f.'lﬂﬂﬂ'lii'u{!'&“ ues r.h&arn:;ues s Fﬂﬁ-ﬂfﬂ[fﬂﬁ fues

1% maximurm Ta0 022 0,43 087
2% Maximum GhS 019 0.38 0,76
3" maximwm 304 0.51 1.02 2,00
1° minimum 345 .04 .08 14
4 maximum a0 1,40 =2 n
2 minimum 263 a.32 0,65 1,44




Tableau 9.X. : Solutions de cobalt

Solutfons dlalons &

0025 maldm =7 | .05 moldm=3 | 0.f maldm~* | 0.2 moldm~3
Fl i A A A A A A A A
theoriguies  dotanmndes | heofgues ives | hdongues bes | thdamgues wes | thearguss lues
17 maxi 511 12 0,24 049 0848
F° maxi. a0z 3,35 070 1,39 =2
Frvini. 263 0,08 017 0,37 083

« Contrdle d'un spectrophotométre & simple faisceal

Mesurer les absorbances :

- pour les longueurs d'onde correspondant dux maximums oo dux minimums d'ab-
sarption théorigues proposées dans le tableau 9.X1,

- puis, pour les longueurs d'onde voisines (jusgu’a £ 5 nm) de ces longueurs d'onde.

Déatarminer avec précision les longueurs d'onde qui correspondent aux pics d'absorption.

IMPORTANT : pour chaque longueur d'onde affichée sur I'appareil, il faut régler le zéro
d'absorbance sur la cuve qui contient 1a sofution acide pH 1.

Compléter pour chague solution étalon un tableau de résultats (comme tabl, 9500,

Tableau 9.XI.

Salufions de aicked & 0,7 molgm

Valaurs de référence Valpurs du speciropholomeire

Langueurs d'onds Absowhances  Longeurs d'onde affichées i A
ThBarGuUes [RERITGLIeS Absarbanias s refanues relsnies
720 022
B35 Q.19
354 .51
345 0,04
am 1.40
263 a3z

3.2.2. Résultats

Comparer les résultats obtenus aux valeurs retenues comme référence.

Les valeurs mesurées par ["appareil ne doivent pas différer de plus de £ 1 nim pour les
longueurs d'onde, et de plus de £ 1.10 - “ pour les absorbances.



3.3. Contrdle de la stabilité des absorbances

3.3.1. Realisation des essais

Stabilité du spectrophofomeétre & 340 nm

Préparer trois cuves appanédes ;

— une remplie d'une solution acide de bichromate de K a 50 mg.dm -3 ;

- une remplie d'une solution acide de bichromate de K & 200 mg.dm 3.

- une remplie d'acide sulfuriqgue & 5.10~ 2 mol.dm ~ 2 {zéro du spectrophotométre).

Stabilité du spectrophotométre a 405 nm

Préparer trois cuves appariees |

- une remplie d'une solution basique de pNP 4 5 mg.dm 3 ;
— une remplie d'une solution basigue de pMP & 30 mg.dm = ;
- une remplie d'une solution de soude a 0,02 mol.dm ~ 3,

Mesurer les absorbances toutes les 30 secondes pendant 20 min.

3.3.2. Reésultats

Le temps de stabilisation est égal au temps écoulé entre la mise sous tension de I'appa-
reil et la premiére mesure d'une série de valeurs constantes.

Dresser un tableau des absorbances affichées par le spectrophotométre en fonction du
temps.

Conclure éventuellement sur la présence d'une instabilité ou d'une dérive, pour une lon-
gueur d'onde donnée,

EXERCICES

Mise au point d'un protocole opératolre pour contriler la lindarité et 'exactitude des
absorbances d'un spectrophotométre

Préparer une gamme de solutions étalons de permanganate de potassium (masse
molaire : 158,03 g.mol ~ ! ; le coefficient spécifique d'absorbance molaire £, ., &
540 nm & 19-20 °C = 2 160 dm?.mol - Lem ~ 1) afin de vérifier 1a linéarité et 'exactitude
d'un spectrophotométre.

On dispose d'une solution de KMnO, de concentration massigue voisine de 3 g.dm - 3,
Réaliser une gamme de solutions &talons couvrant le domaine d'absorbance de 0 < A
= 2.4,



1) Etalonnage de la solution de KMnO, = 3 g.dm 3 : COOH

* soff par pesées d'acide oxaligue pur pour analyses (COOH, 2H,0 : masse molaire :
126 g.moi — 1)

(X2) MnO; + 8H* + 5e” ———=  Mn?* + 4H0
COOH
(X5  COOH > 2C0, + 2H* + 2e

COOH
|
bilan: 2Mn0; + 16H* + 5 COOH—— = 10C0, +2Mn?* +8H,0 + 10 H

Maro; = 279 N jcoomz
m [COOH)2

31 G-

M (COOH)2
Mycoomz = 5/ 2 X (Cyag: ¥ Vs 1M joogu 2= 5/2 % 3/158 x 20 % 103 x 126
d'ol 0,100 8 =M epn 0= 0,120 €.

Coano; * Vino;

L;:CID MNa~

* soif par pesées d'oxalate de sodium pur pour analyses (GO0~ Na * ; masse molaire :
134 g.mol ~ 1)

(X2} MnD; + BH* + Be —*  Mn?* + 4H,0
[FDD
(X5) GO0 ——= 2C0; + 2e

Coo-
|
bilan : EMHD; + 16 HY + 5 COO —h'lﬂli:ﬂz + 2Mn?t + EHE'D
Mano; = 2/9 M eooma2

m .
B (COONS) 2
Cweo; * Vo, =29 ———

M (COOMNa] 2
M oo 2 = 5/2 X (Chang; X Varno; ) XM (coone 2= 5/2% 3/168 x 20 x 1077 x 134

d'ol 0,100 £ £ M cpomm 2 < 0,127 g,

* 50it par pesées de sel de Mohr pur pour analyses [Fe50,, (NH,),, 6H,0] : masse
molaire 382,16 g.mol — 1

MnC, + BH* + Se ——=  Mn?t 4+ 4H,0
(X5 Fed = FEdt 4 g
bilan: Mn0O; + 8H* + 5Fe?" = MnZ* + 5 Fed* + 4H,0

Myano; = 1750 g,



M Fesna

M FeS0a
Mrasga = 5% (Cyno; * Vageo; ) M resos = 5 % 3/158 x 20 - 103 x 392,16
d'ou 0,600 g = m peny 20,740 ¢

Cuano;
Vidno;

m pesés

50 4 &80 cm? d'aau distilbée tiddie
=i—=== 1 pour Facida oxalique o l'oxalate

20 em? d'acide suffurique au ¥,

Fig. 9.5. Réalisation de 'éalonnage

2) Préaparation des solutions étalons :
Solution initiale de KMnO, a = 3/158 mol.dm ~ 3 soit = 0,02 mol.dm 3.

Il est possible de préparer les solutions étalons indigquées dans le tableau 9.X11,

Tableau 9.XI11

Sodutions étalans

or10-%  0510-* w0t zi0-t 410-f a0t B0~ 10-3
en mol.dm - %
Driution de L 0,1/200 DS/200  1/200 1100 2100 3100 4100 5100
solufion inikalé
A thiari
A théorique 0,022 0408 0216 0432 0854 1296 1728 2160
a i =540 nm
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Le but de la manipulation est de doser par fluorimétrie :

= soit un coenzyme : une solution de nicotinamide adénine dinucléotide
réduite ;

* soit une vitamine : la thiamine ou vitamine B, aprés extraction d'un produit
alimentaire.

.. --_ - o - o]

1. PRINCIPE

1.1. Fluorescence atomique, fluorescence moléculaire

Quand un rayonnement lumineux traverse une substance minérale ou organique en solu-
tion, I"énergie de la lumiére incidente est absorbée si celleci correspond a la différence
d'énergie entre deux niveaux électroniques ou états d'énergie définis par la mécanique
quantique (cf. chapitre 8).

L'énergie absorbée par une molécule fait passer un &lectron de son niveau fondamental a
un niveau énergétique supérieur, instable ou niveau « excité «,

La molécule excitée perd cette énergie guand I'électron revient & son état fondamental,
stable. Le plus souvent, I"énergie s& dissipe sous forme de chaleur, trés rapidement, en
moins de 10 1 seconde.

Pour certaines structures moléculaires trés rigides, la perte d'énergie peut &tre lente. La
molécule est alors capable d'émettre 8 son tour un photon lors du retour & I"état fonda-
mental. C'est la photoluminescence qui peut étre mesurée par spectrophotométrie
d'émission. On distingue la fluorescence et la phosphorescence. La fluorescence se pro-

duit gquelgues nanosecondes aprés 'excitation lumineuse ; la phosphorescence apparait
plus tardivement et dure plus longtemps.

La fluorescence a actuellement plus d'applications au laboratoire que la phosphorescence.



1.2. Le spectrofluorimétre (fig. 10.1.)

Source Monachramateur x
luiminewse dexcitation ﬁ Cuwd en quartz
!
#
V4 <IN
K
H}%{ = - E - i | il TTENEMISE
| i, || N s
¥
Maonochromateur Aem Y :; '
d'Bmassion
Photodeteciour Appareil
e leciure

Fig. 10.1. Schama de principe d'vn spectroflusrimétng

1.2.1. La source lumineuse

Elle est le plus souvent constituée d'une lampe & arc au xénon, de grande énergie et qui
fournit un spectre continu.

1.2.2. Les monochromateurs

La plupart des spectrofluorimétres sont a simple faisceau et sont munis de deux
monochromateurs & réseaux, 'un pour l'excitation, I'autre pour I'emission.

1.2.3. Le détecteur

C'est un photomultiplicateur, généralement disposé orthogonalement par rapport au fais-
cead incident afin ;

- gue la lumigre incidente n‘atteigne pas le détecteur ;

— de limiter les lumiéres parasites de diffusion de Rayleigh {par des particules non
absorbantes présentes dans le milieu) ou de Raman {due aux vibrations des molécules).

1.2.4. La cellule de mesure

C'est une cuve en gquartz non fluorescent, & guatre faces optigues.

1.3. Application aux dosages

La fluorimétrie est une meéthode analytiqgue plus sensible gue la spectrophotomeétrie. La
limite supérieure de détection en fluorescence correspond 4 la limite inférieure en
spectrophotométrie. |l est possible de détecter des quantités inférieures a la picomole de
substance fluorescente.



Cette méthode analytique est donc utilisée pour doser des substances naturellement flu-
orescentes ou pouvant le devenir aprés couplage 3 des substances fluorescentes,

Les composés aromatigues sont généralement fluorescents : 'émission est d'autant plus
importante gue |la molécule a une structure rigide, plane et peu encombrée, Ainst, la fluo-
rescence des formes réduites des nucléotides pyridinigues ou des formes oxydées des
flavines permet de suivre une réaction d'oxydo-réduction ensymatigue.

De méme, la plupart des cations métalliques peuvent former des chélates fluorescents :
ainsi, le dosage du calcium par fluorescence est basé sur 'emploi de colorants fluo-
rescents tels que la calcéine ou le Fura-2 qui permet le dosage du calciom intracellulaire.

La solution est excitée a une longueur d'onde qui est en général celle de son maximum
d'absorption. Une partie de 'énergie absorbée sous forme de photons va étre perdue
pendant « I"&tat excité «, I'énergie d'émission sera donc plus faible : il en résulte que la
longueur d'onde d'émission est toujours plus grande que celle du rayvonnement recu.

Le rendement quantigue :

_ photons émis
- photons absorbés

Q;
ast inférieur a 1.
L'intensité de flucrescence [I'_,] ne suit pas la loi de Beer-Lambert,

Mais pour des solutions diluées dont I'absorbance (A) est inférieure a4 0,05, I'intensité de
fluorescence correspond a 1"&quation :

L=kxlyxQ xexCxl
aVEC :
k = constante de proportionnalité ;
I = intensité incidente ;
Q. = rendement quantique |
g = coefficient spécifique d'absorbance molaire ;
C = concentration de la solution ;
I = longueur du trajet aptique.

Pour des solutions plus absorbantes, 'excitation des molécules baisse au fur et 3
rmesure que le faisceau incident traverse la cellule de mesure : c'est le « gquenching ».
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2. DOSAGE D'UN COENZYME

SR TR L T R | E LT ] SR T

2.1. Réactifs

* NADH, H™ & peser (dihydronicotinamide adénine dinucléotide disodique @ NADH, Na,
C,y Hyp Mo Na, O, Po. Masse molaire = 709,42 g.mol = 1),

* Solution de NADH, HT 8 doser.

2.2. Fiche technique

2.2.1. Courbe d'étalonnage

- Préparer par pesée une solution aqueuse de NADH, H® 2 10 - % mol.dm ~ 2.

— A partir de |la solution mére de NADH, H*, préparer la gamme de concentrations en
MADH, H* indiguée dans le tableau 1001

Tableau 10.1.
N* dag fubas ] I 2 3 4 5 &
WADH, H* (ul) 0 4l B0 120 160 200 240

H.O (em?) g s p 4 em?

MNADH, H* pmol.dm 2

2.2.2. Mesure de la fluorescence

— Placer le monochromateur d'excitation sur 340 nm.

- Faire le spectre d'émission de la solution étalon de NADH, HY 1a plus concentrée
in® 6}, entre 400 et 500 nm, lorsque celle-ci est excitée a 340 nm.

— Placer le monochromateur de fluorescence sur e maximum d'émission déterming
précédemment.

— Mesurer I"émission des solutions étalons de NADH, H* et de la solution a doser.,



2.2.3. Questions

1) Compléter le tableau de préparation des solutions étalons,
2) Freciser la longueur d'onde d'émission maximale pour le NADH, HY.
31 Tracer la courbe de "émission en fonction de la concentration en NADH, H*.

4) Déterminer la concentration de la solution a doser et calculer éventuellement le rende-
ment du dosage si la valeur attendue est connue.

2.3. Mode opératoire

2.3.1. Préparation des solutions étalons

Préparation de la solution mére de NADH. HF :m=CxMx U =10"2x 709,42 x 100,103
= 0,0709 g pour U = 100 cm? de solution aqueuse (tabi. 10.01).

Tableau 10.11.
N7 dag fubes i 1 2 3 .| 5 &
H.O {em?) q s p 4 crm? 4 3,96 3,92 388 3,84 3.80 .76
MADH, H* pmol.dm =2 o 10 20 30 40 G G0

2.3.2. Rendement du dosage

concentration déterminée

concentration attendue 100

LR —

L'échantillon & analyser est soigneusement broyé, puis 'extraction de la vitamine B,
hydrosoluble est réalisee en milieu acide.

Le thiochrome formé lors de 'oxydation de la thiamine par le chlorure mercurique est
dosé par fluorimétrie,



Thiamine ou vitanins E] N

3.1. Reéactifs

* Acide chlorhydrique a 0,1 mal.dm =<,
* Chlorure mercurique (HECL,) a 0.5 mg.cm - 3
* Tampoen phosphate 0,2 mol.dm ~# pH12,2.

+ Spjution étalon de thiamine & 15 ppm préparée dans du HC! 0,1 mol.dm =3 : préparer
une solution & 15.10 % g.dm ~ 2 soit 15 pg.dm —

o Proguit alimentaire & doser (céréales, farine. ..).

« Chiorure de sodium pur pour analyses,

3.2. Fiche technique

3.2.1. Extraction de [a vitamine

Essai n® 1 : peser 5 g de produit & analyser (faring) et 5 g de NaCl. Transférer dans un
mortier, Ajouter 80 cm? de HCI 4 0,1 mol.dm = 4,

Essal n® 2 : peser 5 g de produit a analyser (faring) et 5 g de NaCl, Transférer dans un mor-
tier. Ajouter 5 cm? de la solution mére de thiamine puis 75 cm? de HCi 4 0,1 mol.dm ~ 2,

- Broyer avec soin les deux préparations précédentes de fagon a obtenir une suspension
homogene,

-~ Porter au bain-marig (100 °C) pendant 30 min. Agiter régulierement avec une baguette
de verre pour remettre le précipité en suspension.

— Refroidir et ajouter 20 cm? de HCI 3 0,1 mol.dm - 2.

- Centrifuger une trentaine de minutes & 15 000 tours par minute. Les surnageanis
doivent étre limpides. Décanter la solution dans un erlenmeyer propre et sec.

- A partir de chagque surnageant, préparer 5 cem” des dilutions suivantes en HCl &
0,1 mol.dm ~ 3 : coefficients de dilution 1/d = 1/1 ;472 :1/3;1/4 ; 1/5.



3.2.2. Etalonnage de I'appareil

A partir de la solution étalon de thiamine & 15 ppm, préparer en HCI & 0,1 mol.dm ~ “ des
solutions de concentrations comprises entre 0 et 1.5 ppm.

3.2.3. Préparation des échantillons : oxydation de la thiamine

Pour chague solution & doser, introduire dans un tube a essals
— solution & doser {essais, solutions étalons) @ 1 em? ;

- solution de HECl, : 1 em?;

- tampon pH 12,2 : 1 cm?.

Homog énéiser.
Laisser agir pendant 2 heures 3 la température du laboratoire,

3.2.4. Mesure de la fluorescence

* A ["aide de la solution élalon la plus concentrée :
- déterminer la longueur d'onde d'excitation Aex. et la longueur donde d'émission
A&m. de la thiamine oxydée ;
~ faire un spectre d'excitation { Aém constante) ;
~ faire un spectre d'émission [ Lex. constante).

¢ Placer le monochromateur d'excitation sur Aex. et mesurer ["émission des solutions
talons de thiamine,

* Faire les spectres d'excitation et d'émission de "échantillon qui correspond a I'essai
n® 1 non dilug,

¢ Mesyrer 'émission des essais,

3.2.5. Questions

1y Donner sous forme de tableau |a préparation des solutions étalons de thiamineg.

2y Préciser les longueurs d'onde d'excitation Aex et d'émission Aém de la thiamine oxy-
dée,
3y Tracer la courbe de I'émission en fonction de la concentration en thiamine.

4) Analyser les résultats obtenus pour les différentes dilutions réalisées sur les essais
n* 1 et n® 2 et mettre éventuellement en évidence un phénomene « guenching =, Utiliser
les dilutions des essais pour lesquelles ce facteur d'interférence n'apparait pas.

5) Evaluer le rendement du dosage & partir de la différence des résullats obtenus pour
les essais (apport et non apport de thiamine),

&) Déterminer a partir de la courbe d'étalonnage et du rendement du dosage, la teneur
en thiamine du produit alimentaire analysé. Exprimer le résultat en ppm et en milli-
grammes de thiaming pour 100 grammes de produit analysé.

Comparer eventuellement avec la valeur annoncée par le fabriguant.



3.3. Mode opératoire

3.3.1. Tableau de préparation des solutions étalons (tabl. 10.11.)

Tableau 10.11.

N* des ubes f ) 3 4 a & 7 & g o

Salubion div thiamine

. a
415 pprm fom?) A 0.2 03 0, 03 b L 0.8 09 1

HE! & 0,1 mol.dm —2 (omd) 8.9 a8 97 g6 95 94 893 472 81 g

Concentrations an thiaming {ppm} 0,15 030 o45 080 075 0890 1,05 120 135 1,580

3.3.2. Calcul de la longueur d'onde

— La longueur d'onde d'excitation Aex. : 360-365 nm,
- La longueur d'onde d'émission Aém : 460-480 nm.

3.3.3. Calcul de la teneur en mg de thiamine dans 100 =4 de pmdu.ft
analysé
Soit X ppm de thiamine dans I'essai n® 1 dilué avec un coefficient 1/d.

La concentration en thiamine de la solution acide formeée a partir de 5 g de farine est ;
[thiamine] = d - X ppm, soitd - ¥ . 10~ g.dm ~ 3

La teneur de |a farine en mg de thiaming pour 100 g de produit analysé est :
[thiaming] =d - X-10-4-10°*-100/56=2-10"%-d . X

melak. . Fian TR LaeEdT s oL N : = PSR I [ PP I, e . Iyl R )
4. EXERCICE

PR T e ol el el S Y T G e T LTl e T m

{extrait d'un sujet d'examen)
Etude d'un coenzyme : le nicotinamide adénine dinucléotide

MADH, H" est fluorescent lorsgu'il est excité par un rayonnement de 340 nm et cette fluo-
rescence est plus élevée en présence de LDH. On réalise, d'une part, une solution de
MADH, HT & 1072 mol.dm™ dans un tampon pH 7,2 et d’autre part, une solution de LDH &
une concentration de 0,473 mg.dm— dans le méme tampon.



A 2 cm?® de la solution de LDH, on ajoute des volumes définis de |a solution de NADH, H*.
Aprés chaque addition, on mesure I'émission fluorescente a 460 nm. On réalise une
expérience témoin lorsgue les mémes volumes de NADH, H® sont ajoutés & 2 cm” de
tampon.

Résultats obtenus (tabl, 10./V.}

Tableau 10.V.
Volurme total de NADH FAluorescance Flusrascence
{a ul) 8N presance de LOH an ahsence de LOH
{unitds arbilraires)
i 0 ]
5 13 0.3
10 258 0.6
15 3.9 0.9
&0 &1 1.2
25 6,1 1.6
30 6,8 1,9
a5 Te 2.2
40 7.5 2.5
&0 8,1 3,1
&0 88 a8
70 G4 4.4
B0 10,0 5.0

1) Tracer les courbes représentant les variations de la fluorescence en fonction du vol-
ume de NADH, H* gjouté., Interpréter ces courbes.

2} Sachant que la masse molaire de la LDH est égale & 150 000 g.mol — * et gue la for-
mation du complexe enzyme-MADH, H' peut &tre considérée comme une réaction pra-
tiguement irréversible, déterminer le nombre de molécules de MADH, H' qui se fixent sur
une molécule de LDH.

3) La LDH etant constituée de 4 sous-unités, que peut-on en conclure ?

Données : on négligera le volume de |la solution de NADH, H* par rapport & celui de la
solution de LDH.



CORRECTION DE L'EXERCICE

1) En présence de LDH : la fluorescence augmente fortement proportionnellernent a la
quantité de NADH, H* présente dans le milieu réactionnel, jusqu'a ce que la LDH soit sat-
urée en coenzyme (co-substrat), puis la courbe a la méme pente que celle obtenue sans
LDH {fig. 10.2.).

Fluorescence
i Fluorescence du NADH, H*

10

Fluorescence
en présence
de LDH

Fluorescence
en absence
de LDH

NADH H*
[ | | L o
20 25 30 40 80

Fig. 20.2. Flucrescence du MADH, H?

2)

047310 3x 2
= £,310-9 maole d'enzyme sont saturées par = 26 pl de NADH, H*

150 000 & 10~ 3 mol.dm 3, soit 26.10-%5x10-3=26,10""
male de MADH, H*.

Maon, 0t = 4 X Mgy
3} Chaque sous-unité de la LDH porte un site pour la fixation du NADH, H*.
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18

Le but de ia manipulation est de doser les protéines totales par une méthode
chimigue : la réaction du biuret.

Le dosage est basé sur la formation, en milieu alcalin, d'un complexe de colora-
tion violet-pourpre entre des ions cuivriques et les liaisons peptidiques des pro-
téines.

1. PRINCIPE

1.1. La réaction du biuret

Basée sur la présence de liaisons peptidiques, la réaction du biuret est couramment uti-
lisée pour le dosage des protéines.

Le réactif de coloration utilisé est le réactif de Gornall, composé de : X
- sulfate de cuivre (coloration bleue du réactif de Gomall due aux jons Cu®") ;

- hydroxyde de sodium ;
— tartrate double de sodium et de potassium qui chélate les ions Cu?" et évite leur pré-

cipitation, en milieu trés alcalin, sous forme d'hydroxyde de cuivre insoluble ;
- jodure de potassium pour éviter la réduction du cuivre.
Q o

Initialement mise en évidence avec le biuret H,N-C-NH-C-NH., obtenu par condensation
a chaud de deux molécules d'urée, |a coloration nécessite pour se développer :

- soit la séquence -NH-CO-NH-CO-NH- présente dans la structure du bluret ;

- soit la séquence ~CH-NH-CO-NH-CH- présente dans la structure des chaines polypep-
tidiques.

La liaison C-N peptidigue est stabilisée sous la forme d'un hybride de résonance dont les
deux strutures limites sont ;

E%‘E——hr’"ﬂh-| Eﬂ\c—_ L”’H
y/ R s ~
D_..-'"" {:'u_ —U./ '::II—
(1)=70% (2) = 30 %

En {1} la liaison C-N peptidigue est une liaison covalente simple.



En {2} il existe une double liaison entre le carbone et 'arote et, d'autre part, I"arote porte
une charge positive tandis que 'oxygéne porte une charge négative.

La liaison peptidique est un compromis entre ces deux hybrides de résonance &t posséde
un caractére partiel de double liaison.

—Cua + H
B
d
C——N
e
O Co——
E_

En milieu alcalin, I"'éguilibre est déplacé vers la forme {2).

En présence d'ions cuivriques, les liaisons peptidiques vont former des complexes stabil-
isés par des liaisons ioniques grace a 'oxygéne du carbonyle, et par des liaisons de coor-
dination grace a I'azote peptidique. D'od apparition d'une coloration violet pourpre.

Représentation schématigue :

-0 -
4 fﬁu
C—— N
— Ca r
~ — Cu C‘{"“‘

Il faut au minimum 3 (tétrapeptide) ou 4 (pentapeptide) liaisons peptidiques pour que le
complexe se forme. L'intensité de |a coloration sera fonction du nombre de liaisons pepli-
diques par gramme de protéing et non de [a masse molaire de |la protéine.,

Le réactif de Gornall permet le dosage de protéines précipitées méme si elles sont déna
turées : pour des concentrations supérieures & 0.5 g.dm -2, on peut recueillir le précipité
par centrifugation ou par décantation, le dissoudre dans de I'hydroxyde de sodium, puis
doser les protéines.

La solution étalon est :

— 50it une solution de sérumalbumine bovine ou humaine | holoprotéine) ;

= 80it un sérum étalon pour @ dosage des protéines totales du sérum (population mixte
de protéines).

Le maximum d'absorption se situe entre 530-550 nm, il varie avec la nature de |la pro-
téine.



1.2. Limites de la méthode

La réaction du biuret est peu sensible : domaine de linéarité = 2 3 8 g.dm ~ 2. Elle ne per-
met pas le dosage de solutions peu concentrées en protéines.

La réaction du biuret n'est pas rigoureusement spécifique des protéines : divers produits
de dégradation de cellesci, des polypeptides et méme des substances ne contenant pas
de ligisons peptidiques peuvent interférer sur le dosage et donner une réaction colorée.

Les risques de réduction des ions cuivrigues par les sucres réducteurs, en milieu alealin,
limitent I'utilisation de cette méthode, notamment en agro-alimentaire, Ainsi la réaction
du biuret ne donne pas de résultats satisfaisants pour le dosage des protéines du lait
(3,4 % en masse), 4 cause du lactose (3,6 % en masse}, seules les teneurs en protéines
des céréales et des légumineuses (8 a 36 % en masse) peuvent étre détermindes par la
méthde du biuret aprés élimination des autres constituants organigues : glucides (20 a
75 % en masse) et lipides (0.5 & 18 % en masse).

2. DOSAGE DES PROTEINES DU BLANC D'EUF

La composition moyenne du blanc d'ceuf (% en masse) est :
- eau : 85,0

protéines ; 12.9

lipides : 0,3

Elucides : 0.8

sels minéraux ;1,0

]

Le dosage est réalisé sur une dilution au 1/50 de blanc d'ceuf de poule.

2.1. Réactifs

Réactif de Gornall (en distributeur) :

sulfate de cuivre, 5 H,0 1,50 g ;

tartrate double de sodium et de potassium 16 g ;
soude : 30 ¢ ;



- iodure de potassium 1 g ;
- eau distillée : 1 000 cm?,

Reactif & conserver a I'abri de la lumiére, dans un flacon en polyéthyléne soigneusament
Bouche,

s Eau physiclogigue &9 g NaCl.dm — 3,

o Oeuf de poule ou dilution au 1/50 d'un blanc d'reuf en eau physiologique, 1 cm® de
blanc d'eceuf g s p 50 cm? avec de I'eau physiclogigue.

* Solution étalon d'albumine & 5 g.dm %

2.2. Fiche technique

2.2.1. Dosage

Dans un tube 8 essais, introduire ;
- E =1 cm? de ladilution au 1/50 d'un blanc d'euf
— 4 cm? de réactif de Gornall,

Attendre 30 minutes a I'obscurité, 3 température du laboratoire.

Mesurer I"absorbance a 530 nm : contre un « témoin réactif ».

2.2.2. Etalonnage de I'appareil

Préparer & partir d'une solution étalon d'albumine @ 5 g.dm ~ 7, une gamme en guantité
contenant de 0 3 5 mg d'albumine par tube.

Traiter les étalons de la méme fagon que les lubes dosages,

2.2.3. Questions

1) Donner lg tableaw de composition des tubes.

2) Tracer la courbe d'étalonnage A = f (gm protéines en mg) ou utiliser la régression
lingraire.

3d) Calculer la teneur en protéines du blanc d'oceuf, exprimée en g.dm -~ 3



2.3. Mode opératoire

2.3.1. Tableau de composition des tubes (tabl. 11.1.)

Tableau 11.1.

A fubes o ) 2 3 i ) Dasage
Blanc d'ceuf {cm?)

diluse au 1/250 - - - - - - 1
Sdrumalbuming

a5gdm- 3 em¥) 0 0z 04 08 08 1 -
Solution de NaCl

a9 g.dm - [cm) 1 0.8 0.6 0,4 0,2 i -
Réactf de Gornall {am) 4 4 4 4 4 4 4
Protéines (gmj) mg 0 1 2 3 4 5

2.3.2. Calculs

| ==

Teneur en protéines du blanc d'eeuf en g.dm ~ =50 —.
E

3. DOSAGE DES PROTEINES TOTALES DU SERUM

» Consignes de sécurité a respecter pour la manipulation de sérum

En milieu scolaire, il faut réaliser les dosages de biochimie clinigue sur des sérums ani-
maux : sérums de boeuf Iyophilisés (Biotrol, Unitrol...) ou sérums frais {sérum de basuf
commercialisé), ou sur du sang animal acheté par exemple chez les charcutiers, chez les
yvétérinaires ou aux abattoirs.

» Régles de sécurité & rappeler aux éléves gui feront des stages en laboratoire au cours
de leur scolarité

- Le port des gants a usage unigue est obligatoire chague fois que ['on manipule un pro-
duit biologique (sang, plasma, sérum...}), méme lors de |"utilisation d'un automate.



— Interdiction formelle de pipetage a la bouche. Utiliser soit des pipettes automatiques
avec cones plastiques a usage unigue, soit des systemes d'aspiration électriques ou des
poires d'aspiration s'adaptant sur les pipettes classigues.

-~ Désinfection des mains, systématiguement en fin de manipulation, et en cours de
manipulation chaque fois gu'il v a risque, avec de 'alcool a 70O °, durant 1 minute {ou
avec un autre antiseptigue approprié durant un temps suffisant).

- Désinfection de la verrerie : immersion compiéte dans un désinfectant approprié durant
un temps suffisant {eau de Javel & 12 ° durant quelgues minutes),

- Inactivation du matériel a usage unique (cones, pipettes, gants...) par autoclavage
aprés recueil dans un sac prévu a cet usage.

- Nettoyage de |la paililasse, avec de I'eau de Javel diluée au 1/10 (ne pas utiliser une
eponge mais un « essuig-tout « en tissu) en respectant un temps de contact d'au moins
une minute.

« Ltilisation de la pipette automatigue
Prélévement :

— Monter le cone approprié sur i'emboutl porte-cane,. Assurer |"&tlanchéité de la jonction
cone-pipette en imprimant un mouvement de rotation.

= Presser le bouton poussoir jusqu’™a la premiére butée ou la deuxieme butée (conseillé
si E = 100 ul).

— Maintenir |la pipette verticale et plonger 'extrémité du cone dans "échantillon a
prélever,

- Relacher lentement et régulierement e bouton poussoir pour aspirer le liquide dans le
chne,

- Essuyer éventuellement les gouttelettes de liquide gqui adhérent sur les parois
extérieuras du cdne avec du papier non tissé (papier Joseph) sans toucher 'orifice du

cone,
Transfert :
— Appuyer 'extrémité du cone contre la paroi du récipient (angle de 10 a 40 degrés),

= Presser doucement le bouton poussoir jusqu'a la deuxiéme butée ou la premiére butée
{E =< 100 ul).

- Tout en maintenant le bouton poussoir complétement pressé, retirer 1a pipette automa-
tigue en glissant le long de la paroi.

= Relacher le bouton poussoir.

- Ejecter le cone en pressant le bouton de commande de ["&jecteur de cone. Utiliser un
nouveau cone si un liguide diffiérent doit étre pipetté ou si le volume a prélever est dif-
férent du volume précédent,

Remargues ;

— Le préringage du cone est recommandé lors du pipettage de sérum, de solutions pro-
téiques, de solvants organiques,



— En cas de prélévements de sérum, le port de gants est obligatoire ; le cdne souillé et
le papier gui a servi a 'essuyer doivent ére immédiatement recueillis dans un sac prévu
a cet usage pour autoclavage ou dans un bac a eau de Javel.

3.1. Réactifs

» Réactif de Gornall {en distributeur) ;

- sulfate de cuivre, 5 H,0: 1,50 g ;

- tartrate double de sodium et de potassium (6 g ;
- soude : 30 g ;

— iodure de potassium @ 1 g ;

- eau distillée : 1 000 cm=.

Reéactif 4 conserver a I'abri de fa lumiere, dans un flacon en polyéthyléne soigneusement
bouché.,

« Eau physiologique 8 9 g NaCl.dm - 2.

* Sérum étalon de concentration connue en g de protéines par dm ~ -,
Serum étalon du commerce ou sérum de boeeuf étalonné par gravimeétrie ou par la
mét hode Kjeldahl,

e Sarum 8 doser.

3.2. Fiche technique

3.2.1. Determination de la protéinémie

Dans un tube & essais, introduire :
-~ Plasma ou sérum E = 50 pl
- Eau physiologique 50 pl
— Réactif de Gornall 4 mil

Homogénéiser. Laisser reposer 30 minutes a température ambiante {la coloration st sta-
ble quelques heures).

Lire au spectrophotométre & 540 nm aprés avoir réglé le zéro du spectrophotoméetre sur
un tube « témoin réactif «.

3.2.2. Etalonnage du spectrophotométre

A partir d'un sérum étalon de concentration connue en protéines, préparer 6 tubes
étalons contenant 0 a 100 ul de sérum étalon.
Traiter les tubes étalons dans les mémes conditions que les tubes essais.



3.2.3. Questions

1) Donner le tableaw de composition des tubes,

2} Tracer la courbe d'étalonnage A = f (g protéines.dm ) oo utiliser la régression
lingaire.
3) Déterminer la protéinémie du sérum analysé exprimée en g.dm =3,

Données : valeurs de référence de la protéinémie (masc) 62-80 g.dm ~ 3,

3.3. Mode opératoire

3.3.1. Tableau de composition des tubes a essais (tabl. 11.11.)

Tableau 11.11.

N° fubes o 1 2 3 4 5 Dosage
Searum (pl) - - - - - - &()
Serum éfalon & S0 g.dm =3 jul} o 20 40 a0 a0 100 -
Eau physiclogigue (pl) 100 80 60 40 20 o 50
Raactif de Gomall {omd) d 4 4 i d 1 4
Profeines en mg i 1.6 32 4.8 £,4 B .
Protéines masc en g.dm ~ 3 0 16 32 48 64 B0 wp

Le tableau de composition des tubes a essais est donneé a titre d'exempie pour un Seram
étalon & 80 g.dm3 soit 80 pg.ul-t,

Le tube n® 2 correspond donc & 80 pg.uit x 60 pl = 4 800 pg soit 4,8 mg de protéines
ou A une concentration massigue de 80 ug.ult x 80/100 = 48 pg.ul! soit 48 g.dm3,

3.3.2. Calculs

1
Se protéines masc en g.dm ~* = Xy -1/E = Xy - ——— = 20- X,
50.10°

O

Se protéines masc en g.dm— = Ap - 2 (Xp étant la concentration massigue en £.dm=2 du
sérum a doser dilué au 1,/2 dans le tube dosage).



4. EXERCICES

Exercica n® 1 : dosage des protéines sériques par la méthode du biuret

Le sérum a doser est dilué au 1/20 avec une solution de chlorure de sodium &
g g.dm 3,

A 2 cm? de cette solution, on gjeute 8 em? de réactif cuprotartrique de Gornall.

Aprés 30 min a la température ambiante, I'absorbance est lue a 540 nm contre un
temoin réactif.

- Proposer une composition de tubes de gamme préparés & partir d'un sérum étalon a
72 g de protéines par dm?,

- Etablir la formule littérale donnant la concentration massigue du sérum & doser,
exprimée en g de protéines par dm?,

Données : valeurs de référence de la protéinémie (masc) 62-80 g.dm — 2.

Exercice n* 2 : Dosage des protéines d'un sérum (extrait sujet Bac)

On utilise un sérum de contréle qui contient 71 @ de protéines par litre. Ce s&rum est
dilug de telle sorte que les masses de protéines dans chague tube varient de 0,71 mg a
7.1 mg. Le volume de dilution introduit est de 1 cm®. Les absorbances lues sont
indiquées dans le tableaw 11711,

Tableau 11.11I.

N* fubes 0 i s 3 4 k] ]
kasse de protéines an mg i 071 1,42 2.84 4,55 568 T0
Absorbances o 0,040 0,080 0,155 0,150 0,320 0,410

1) On effectue le dosage des protéines totales du sérum dans les mémes conditions que
la gamme étalon. Le sérum utilisé est au préalable dilué au 1/20, L'absorbance lue est
Ay = 0,205,

- Quelle est la concentration massique des protéines, exprimée en g.dm — 3 7

2] On dose ensuite une fraction des protéines sériques. Le mode opératoire est le suiv-
ant ; on mélange 1 cm? de sérum, 4 cm? d'eau distillée, 5 cm? de solution saturée de
sulfate d’ammonium. Le précipité de globulines obtenu est dissous dans X cm?® de solu-



tion de NaCl & 2@ g.dm - 3, 0n préléve 1 cm?® de cette solution pour faire |e dosage propre-
ment dit.

- Sachant que le rapport albumines/globulines est compris entre 1,2 et 1,8, déterminer
la valeur de X (1 ; 10 ; 50 ; 100 ou 200 cm?) pour gue le dosage colorimétrigue soit réal-
isé comrectement.

- L'absorbance alors mesurée pour les globulines est A, = 0,165, En déduire le taux
d'albumines et de globulines.

CORRECTION DES EXERCICES

Exercicen® 1:

Le sérum & doser, dilué au 1,20 a une concentration massique voisine de 3 3 4 g.dm 3.
Il est possible de préparer une gamme d'étalons de concentrations massiques comprises
entre O et 8 g de protéines par dm - % aprés dilution au 1/9 (en tube a essais) du sérum
étalon {fabl, 11.V.).

Tableau 11.V.
Se protéines masc en g.dm -~ #= 20X,

N s o 1 2 3 e Dosage
Sérum & doser (cm?) dilué au 1/20 - - - - - 2
Sérum étalon au 1/9 {cm?) 4] 0,5 i 1.5 2 -
Solution de MaCl 49 g.om -7 (cm® 2 1,5 1 0.5 - -
Rdactil de Gomall (erm) & & a a a B
Protéines masc en g.dm 2 4] 2 4 8 A X

Exercice n® 2 :
1) Se protéine masc = 3,64 x 20 =728 g,/dm ~ 3,

2} Les globulines sont précipitées en présence de sulfate d'ammonium a 50 % de satu-
ration puis reprises dans X cm? de NaCl & 9 g.dm — 3. Un cm? de la solution X doit avoir,

107



aprés addition du réactif de coloration, une absorbance comprise entre 0,15 et 0,20
(milieu de gamme), et donc correspondre a = 3 mg de protéines.

Or, dans le sérum albumines/globulines = 1.5

et [albumines] + [globulines] = 72,8 g.dm -3

d'ol [globulines] = 30 g.dm ~ 3+ le sérum doit &tre dilué au 1,10 pour le dosage des
globulines. Soit X = 10 em? de NaCl.

A, = 0,165 correspond a 2,93 mg de protéines
[Elobulines] = 2,93 x 10 = 29,3 g.dm ™3
lalbumines] = 72,8 - 29,3 = 43,5 g.dm 2.
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Cette manipulation a pour objet de comparer les caractéristiques de différentes
méthodes de dosage colorimétrique utilisées lors de la détermination de quan-
tités de protéines faibles : méthode de Folin-Lowry, méthode de Bradford, et
mesure d'absorbance 4 280 nm.

% TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

* linéarité ;

« sensibilité ;
= spécificité ;
+ détectabilité.

1. PRINCIPE

1.1. Méthode de Folin-Lowry

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un mélange d'acides phosphotungstique et phosphomo-
lybdigue. En présence de protéines, il est réduit en un complexe de coloration bleue.

Les acides aminés, tyrosine, tryptophane, cystéine et dans une moindre mesure histidine,
sont partiellement responsables de 'apparition de la coloration qui met cependant en jeu
un meécanisme plus complexe, mal connu. L'intensité de |la coloration variera en fonction
de la structure primaire de |a protéine, donc d'une protéine a ["autre.

La méthode de Lowry qui fait précéder la réaction colorée par une action de sels de
cuivre, en milieu basigue, sur la liaison peptidigue avgmente la sensibilité.

La mesure de |"absorbance se fait a 600 ou a 750 nm. Elle ne suit pas rigoureusement la
loi de Beer-Lambert. La linéarité de la réponse n'est obtenue que pour des concentrations
inférieuras a 10 mg.dm — 3,

La spacificité de |a méthode est faible : trés pratique pour le dosage des extraits pro-
teigues (extraits enzymatigues en cours de purification par exemple), cette méthode se
préte mal aux dosages des protéines dans les milieux de composition complexe, milieux
bioiogigues ou produits alimentaires (lait, ceufs, céréales...) car de nombreuses sub
stances interférent au cours du dosage : sucres, réducteurs, lipides, ions, groupements
sulhydryles. .,



1.2. Méthode de Bradford

En milieu acide, les protéines forment des complexes avec certains colorants organiques,
le plus souvent des colorants azoigues a groupements acides sulfoniques, qui se fixent,
sur les groupements protonés des chaines latérales des acides aminés basiques (lysing,
argining, histidine) et sur le a—NH2 libre de la chaine polypeptidigue.

Pour une structure primaire donnée, il existe une bonne corrélation entre la quantité de
colorant fixé {donc I'absorbance mesurée) et la concentration en protéines.

Dans la méthode de Bradford, |e bleu de Coomassie G250 forme avec les proléines un
complexe coloré présentant un maximum d'absorption & 595 nm. La coloration, trés sen-
sible, peut étre effectuée trés rapidement et reste stable pendant 20 min si I'on utilise
un réactif industriel stabilisé. L'albumine se colore beaucoup plus intensément que les
autres protéines et I'on doit en tenir compte lors du choix de "étalon.

1.3. Méthode de Christian-Warburg

L'absorption des protéines en UV est due ;

- a la présence des liaisons peptidigues qui absorbent & 190 nm ;

— al'absorption de la plupart des acides aminés entre 180 et 220 nm ;

-~ & i'absorption de la cystine, éventuellement présente dans une structure proteigue
donnée et qui absorbe a 240 nm ;

- a la présence d'acides aminés aromatigues : essentiellement la tyrosing (maximum
d'absorption & 278 nm) et le tryptophane {maximum d'absorption & 279 nm) alors gue |a
phénylalaning absorbe peu la lumiére ultraviolette a ces longueurs d'onde (faible absorp-
tion & 260 nm) (fig. 12.1.).

hbslﬂrbanca —— — = Tryptophans
F
hmax = 279 nm
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7 5 Ea7g = 520 m?mal "
# i
f-" b Tyrosineg
;" Amax = 278 nm
\ /! Egra = 110 W2, mol — *
%
N S Phénylalaning
Amax = 260 nm
e e ot T B | -
240 260 280 00 Anm

Fig. 12.1. Spectres d'absorption d'acides aminés aromatiques



La plupart des protéines renfermant de la tyrosine, la mesure de |"absorption a 280 nm
constitue une méthode extrémement rapide de mesure de |la concentration protéigue
d'une solution, les autres longueurs d'onde posant de nombreux problémes de technique
et d'interférences.

L'absorbance a 280 nm, essentiellement lige a la teneur de chague protéine en tyrosine
et tryptophane, varie en fonction du pH : une meilleure sensibilité est obtenue a pH 10
quand le groupement phénol de la tyrosine est ionisé,

Les résultats sont satisfaisants sur des solutions protéiques purifiées. Des interférences
sont en effet possibles : solutions protéiques non limpides, avec diffusion de la lumiére
par les particules en suspension ou solutions protéiques renfermant d'autres consti
tuants a caractére aromatique margué [métabolites, acides nucléigues...) qui absorbent
a 280 nm.

Ce dosage présente l'avantage de ne pas détruire les protéines. |l est trés utilisé pour
repérer ou doser les protéines en sortie de colonne lors d'un fractionnement par chro-
matographie.

2. REACTIFS

» Utiliser une solution de sérum albumine bovine & 2 g.dm ~ < dans |'eau distiliée.

« Comparer les résultats par rapport a une solution aqueuse d'ovalbumine, de gélatine,
de lysozyme ou de toute autre protéine pure dont on dispose.

2.1. Méthode de Folin-Lowry

Réactif de Folin, commercial : a diluer 3 fois dans I"eau distillée au moment de I"emploi.

Solution réactive ;

solution A : Na,CO4 & 2 % dans NaOH 0,1 mol.dm -3 ;
solution B : tartrate double de Na et K & 20 g.dm 3 ;
solution C : sulfate de cuivre a 1 %,

Fréparer extemporanément la solution réactive en respectant ['ordre d'addition des réact-
ifs et en agitant bien aprés chaque addition :

~ solution C ; 0,5 cm?

- spolution B : 0.5 cm?

~ solution A : 50 cm?

* Solution étalon de sérumalbumine bovine a 2 g.dm ~ 3,



2.2. Méthode de Bradford

* Préparation du réactif de Bradford :

= dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie G250 (gris, différent du colorant utilisé pour
la coloration des protéines) dans 50 em? d'éthanol 3 95 % ;

— rajouter 100 cm? d'acide phosphorique H,PO, 8 85 % ;

- compléter 8 1 dm?® avec de I'eau distillée ;

— filtrer ;

— conserver a l'obscurité, a la température du laboratoire,

| 3. FICHETECHNIQUE

3.1. Méthode de Folin-Lowry

3.1.1. Reéalisation de la gamme d'étalonnage

— Diluer précisément la solution mére d'albumine & 2 g.dm ~ 2 pour |'amener &
0,5 g.dm 3,

~ Dans une série de tubes a essais, réaliser le tableau de dilutions (tabi. 12.0.).

Tableau 12.1.
Tubes n* o 1 £ 3 4
Sol, &talon (om) i 0.2 0.4 06 0,8
Eau distibée {cm) 1 0.8 0.6 o4 a2
Solutions réactive (cm¥) & 5 & -] &
- Agiter. Attendre 10 min.
Réactl de Folim au 13 {em?) s ---ccoccooaaooaaaaaan. L+ - Sy — -

— Agiter immeédiatement chague tube.
— Laisser |a coloration se développer 30 min a I'obscurité,
= Lire I'absorbance contre le blanc de gamme a 650 nm.



3.1.2. Reéalisation d'un essai

~ Diluer la solution & doser de maniére 3 I'amener & environ 0,2 g.dm~ 2 en protéine.

~ Mesurer 1 cm® de la solution ainsi obtenue.

~ Ajouter 5 em® de la solution réactive et traiter dans les mémes conditions que les
tubes de la gamme.

— Les essais seront lus contre le blanc de gamme.

3.2. Méthode de Bradford

3.2.1. Realisation de la gamme

— A partir de la solution mére de sérumalbumine & 2 g.dm~ 2, on prépare une série de
solutions filles dont les concentrations varient de 0,1 40,5 g.dm™ 2,

- Dans une série de tubes a hémaolyse, introduire respectivement 0,1, 0,2, 0,3, 0.4 &t
0,5 cm?,

- Compléter avec de I'eau distiliée a 2 em? et homogéngiser,

- Les ging solutions filles ainsi obtenues permettent de réaliser la gamme d'étalonnage
indiquée dans le tableau 12.01.

Tableau 12.11.
Tubes n” i 1 2 3 4 5
Sal. filla [::m:'] - 0,1 o1 o1 a1 o1
Eau distiliée {om) .1 - - - - -
Réactit de Bradiord (cm?) 5 5 5 5 5 5

- Agiter immédiatement les tubes et lire "absorbance & 465 nm contre le blanc de
gamme.

REMARQUES :

- ce réactif se dépose et adhére a toutes les surfaces [ les absorbances ne seront pas
fues dans des cuves a aspiration ;

- une @lévation brutale e 'absorbance a souvent pour origing une mauvaise conserva
tion du réactif de Bradford,

3.3. Mesure de I'absorbance a 280 nm

— Préparer une gamme de dilution et compléter le tableau de dilution { fabd, 12.011).



Tableau 12.11.

Tubas n® 1 2 3 4 5
Solution SAB & 2 g.dm -7 {em?) 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Eau distillée (cm?) 18 1.6 1,4 1.2 1

Concentration en SAB en g.dm 3

- Lire les différents tubes contre de 'eau distillée en utilisant des cuves guartz ou des
cuves plastiques spéciales UV,

3.4. Questions

- Tracer les courbes d'étalonnage : A = f (quantité) ou A = (concentration).

- Pour chacune des méthodes, vérifier la proportionnalité de la réponse par rapport a la
quantité de protéine ou a sa concentration.

—~ Déterminer la limite supérieure de linganté,

- Dé&terminer la sensibilité de la méthode dans le systéme d'unités utilisées.

- Déterminer la détectabilité x de chagque meéthode a partir d'une série de mesures [au
minimum une vingtaine effectuées sur le tube 0. Les valeurs mesurées sont traitées
statistiguement et I'on calcule la moyenne p des valeurs lues et la déviation standard s.
On prendra : x = | + 35 (probabilité de 99,8 %).

— Regrouper les résultats par méthode et éventuellement par nature de protéine dans un
tableau.

— Quelle méthode vous semble |a plus sensible 7

- Observe-t-on des écarts importants de lingéarité ?

4. EXERCICES

Exercicen® 1 :

On veut déterminer la concentration massique en protéines d'un blanc d'ceuf,. Le blanc
d'oeuf est recueilli et dilué au 1/10% en eau distiliée. On effectue 'essai sur 5 pl de cette
dilution dans les conditions décrites en 3.1.2.

= Etablir le protocole pour la réalisation :
- de I'essai ;
= du blanc de gamme,



* La gamme d'étalonnage donne les résultats consignés dans le tableau 120V,

Tableau 12.1V.

Ouantité protéines pgiube §] 20 LTy £ &0 100

Absortanog & 700 nm ] 0,127 0,255 0,368 0463 0,546

* Tracer la courbe d'étalonnage ou calculer la fonction de régression.

» [Déterminer la concentration du blanc d'ceuf en protéines sachant gue la valeur lue
pour 'essal est A = 0,262,

* Que pensezvous de l'allure de la courbe 7 Quelles suggestions vous inspire cette
aliure ?

Exercice n® 2 ;

On réalise une gamme d'étalonnage dans les conditions du tableaw 12000 ; une solution
de lysozyme & 1 g.dm ~ ¥ remplace |la solution de SAB a 2 g.dm ~ 7,

 Les tubes sont lus en cuves quartz de 1 o de trajet optigue, 8 280 nm contre de
["eau distillée.
* (On obtient les résultats du tableau 12V

Tableau 12.V.
Tubas n*® i z a3 ] 5
Abserbance a 280 nm 0.29 0.51 0,78 1 125

* Tracer la courbe d'étalonnage.

* Déterminer le coefficient d'absorbance molaire du lysomyme a 280 nm en unités 5 |
imasse moléculaire du lysozyme ; 14 700 Da).

« Comparer éventuellement ce résultat a celui obtenu avec la S A B, Comment expliguez-
vous les différences 7

Exercice n® 3 :

Lors de |la réalisation d'une gamme d'étalonnage, une sére de 20 mesures effectudée sur
le blanc de gamme a donné les résultats du tableau 12V,



Tablean 12.VI.

+ 0,000 + 0,001 + 0003 + 0,000
+ 0,001 + 0,000 + 0,002 - 0,000
+ 0,002 + 0,001 = 000 = 0,001
+ 0,000 + 0,001 + 002 + 0,000
+ 0,000 + 0,002 + 0 + 0,000

 Calculer les paramétres statistiques et les appliquer & la fonction d'étalonnage définia
au 3.4.

* Quelle est la détectabilité permise par I'appareil sur lequel ont été effectuées ces
mesures 7 Appliquer cette réponse aux valeurs obtenues pour les exercices 1 et 2 &t
déterminer la plus petite quantité de protéing gu'il est possible de détecter dans chagque
G,
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Exercicen® 1 :

Essal :
~ gau distillée : 1 cm?;
= solution a doser ; 5 pl.

Le volume de & pl mesuré & la pipette automatique est négligeable.

Témaoin ¢
— Eau distillée : 1 cm?.

Chague tube sera complété par 5 cm® de réactif de coloration et le protocole du 3.1.1
sera suivi intégralement a partir de ce moment.,

Fonction de régression :y = 0,005 x + 0,018 {r = 0,996).

Concentration du blanc d'ceuf @ la fonction de régression donne @ 48,8 pg de protéine
pour le tube essai, soit

c=(48,8x 109,/5x 10 x 105 = 97,6 g.dm -

La représentation obtenue n'est pas rigoureusement une droite.



Exercice n® 2 :
Fonction de régression 1y = 2,471 x + 0,0204 (r = 0,999),
La représentation graphique donne pour A =1 : ¢ = 0,396 g.dm -3,

1

2 -1
" 01x039 14700 -/t 212 dm . mol

E

La différence s'expligue essentiellement par |a structure primaire des protéines qui varie
considerablement d'une protéine a "autre en ce qui concemne les acides aminés aroma-
tiques.

Exercicen® 3 :

p=0,0007:5=00011;

o= 0,0007 + 3-0,0011 = 0,004 ;

soit, pour l'exercice 1 : 0.8 pg de protéine ; pour I'exercice 2 © 1,5 pg de protéine.
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Les méthodes gravimétriques ont pratiquement disparu des laboratoires depuis
I'essor des appareils de mesures physicochimiques et des automates.

Ces méthodes, condamnées pour leur lenteur, peu compatible avec une notion
de rentabilité au sein du laboratoire, et pour leur domaine d'application limité
aux macrodosages, présentent encore un double intérét en milieu scolaire :

+ glles procédent par de longues étapes de précipitations, de filtrations, de
lavages et de séchage qui nécessitent beaucoup de soin de la part du techni-
cien et sont donc formatrices ;

* glles procédent par pesée et sont donc affectées d'une bonne précision par
rapport a d'autres méthodes de dosage plus rapides mais souvent moins précises.
Le but de cette manipulation est :

* de présenter une technique fondamentale permettant I'étalonnage ou le con-
trole d'autres procédés de dosage des protéines, plus rapides ;

» de déterminer la teneur en protéines du sérum.

-~ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

= précipitations ;

= thermocoagulation ;

* pH et concentration saline ;
* relargage ;

* pesée 4 masse constante.

Les consignes de sécurité relatives a l'utilisation et au stockage des solvants
organiques sont a respecter scrupuleusement lors de cette manipulation.

A T Rl L RIC ekl E R R Rl T TS e ., o Tt P T T e S L e el L 0 S eI Ll i

1. PRINCIPE

=y — T :

Les protéines sont précipitées ou coagulées. Le précipité est |avé et débarassé de ses
impuretés (sels minéraux, lipides, etc.) puis isolé par filtration, séché et pesé,

La précipitation peut étre réalisée a froid ou a chaud :

- a froid, on utilise des solvants organiques plus ou moins dénaturants (alcool-acétone,
méthylal-méthanol) ou des réactifs de défécation (acide trichloracétique. ete.) ;

- a chaud, l& pH et |la concentration saline étant convenablement choisis. on opére en
miliey agqueuy simple ou additionné de méthanol ou d'éthanol.

Le lavage est réalise a 'eau, ce qui permet d'entrainer les sels minéraux. Les lipides
sont dissous et éliminés par un solvant organique.



La filtration est lente. On peut opérer par centrifugation mais |la séparation est souvent
incompléte.

Le séchage est facilité par un lavage préalable a 1'alcool absolu puis & I'éther, Ces
lavages déshydratent le précipité. On séche & "&tuve & 100-105 *C jusqu’'a poids con-
stant.

[EFIRFE N I L NI R, R H H : . T e

2. REACTIFS

TR LIS Y D S T 5 00O oo o D0 o —

* Sérum a doser.

* Rouge de méthyle.

¢ Acide acétique au 1,/ 10,
« Ethanol a 95 “GL.

* Ethanol absolu.

* Ether.

LR R - B S ol - . SRR I = 5 H -l |

3. MODE OPERATOIRE

TLET AR TR LT P L L T

3.1. Dosage des protéines totales

On précipite les protéines par thermocoagulation en milieu alcooligue,

3.1.1. Filtration

Equilibrer deux filtres préalablement séchés 10 min & 100-105 °C.

3.1.2. Thermocoagulation

Dans un erlen de 50 cm?, introduire

~ Zem? de sérum |

- 2 gouttes de rouge de méthyle ;

- de I'acide acetigue au 1/10° jusqu'a un pH environ égat a 5. (Cette opération peut étre
suivie sur un témoin a I'aide de papier pH. ce qgui permet de caractériser la couleur du
rouge de méthyle a pH 5.}

m



Verser lentement et en agitant 20 em?® d'éthanol & 95 “GL.
Adapter sur la fiole une canne de verre servant de réfrigérant & air.
Plonger dans un bain-marie bouillant pendant & min.

3.1.3. Lavage

Disposer les filtres sur un entonnoir de Buchner.

Verser lentement le mélange alcoolique bouillant au centre du filtre.
Laver le précipité avec 60 & 80 cm? d'eau distillée bouillante.

Rincer |a fiole. Lorsque le lavage est terming, le filtrat doit &tre limpide.

Laver avec 20 cm? d'&thanol absolu bouillant (lentement et en le distribuant sur la tota-
lité du précipité).

Laver avec 15 & 20 cm? d'éther en opérant de facon identigue.
Laisser évaporer.

3.1.4. Séchage. Pesée

Lorsque I'évaporation de |"éther est totalement achevée (ne pas évaporer I'éther dans

une étuve : trés dangereux), introduire filtres et précipité dans 'étuve a 100-105 °C et
sécher durant 1 h.

Séparer les deux filtres : sur le filtre supérieur se trouve le précipité, La masse du filtre
inférieur est déterminée et défalguée de |la masse de |'ensemble filtre supérieur et préci-
pité, La différence représente la masse du précipité de protéines.

Répéter le chauffage a I'étuve pendant des périodes de 30 & 60 min jusgu'a poids con-
stant.

Soit m la masse ainsi pesée,

4. RESULTATS

Calculer Ia concentration en protéines totales p, évaluée en g/1 de sérum :
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La photométrie en milieux troubles procéde :

* par opacimétrie ou turbidimétrie : méthodes d'estimation d'un trouble par
mesure de la lumiére transmise a travers le milieu analysé ;

= par néphélométrie : méthode d'estimation d'un trouble par mesure de la
lumiére diffusée par le milieu analysé.

L'opacimétrie et la turbidimétrie sont utilisées :

* en agro-alimentaire, par exemple lors du controle de |'épuration des eaux,
lors du controle des boissons (eaux de consommation, jus de fruits, boissons
fermentées) ;

» en microbiologie lors de I'étude de la croissance microbienne ;

* gn biochimie clinique pour le dosage des protéines (I'albumine urinaire par
exemple).

La néphélométrie est actuellement utilisée pour le dosage de complexes anti-
corps-antigenes particulaires.

Le but de cette manipulation est de déterminer la teneur en ions sulfates d'une
eau de consommation.

| 1. PRINCIPE

—_—— e — e ——— —— e A = = e s ey

Le soufre est un &lément « majeur « qui se préte mal aux analyses physicochimigues
actuelles.

Il est présent sous des formes trés diverses : sulfates, sulfites, sulfures, et soufre
arganique qui pose des problemes lors de la minéralisation.

Aprés oxydation compléte, |a teneur en soufre est déterminée par précipitation des ions
sulfates formés, sous forme de sulfate de baryum.

La mesure du précipité obtenu peut &tre réalisée, par gravimétrie, par conductimétrie, ou
par opacimeétrie-néphélomeétrie.

Source luminguse Dispositif
puissante délimination ce
{lampe a filament I lumiére diffusée

Lumié Cuve - Systéme d
Monochromatewr I:EUIEE o |diaphragmes) Tlsesln:u:; ’

24

== L
i s %

de tungsténe )

Flg. 14.1, SchéEma dun opacimidne



Un spectrophotométre qui élimine ia lumiére diffusée peut étre utilisé comme opacimétre,

Lintensité du flux lumineux qui traverse la suspension de particules & doser est diminuée
car une partie de |a lumiére a diffusé et se trouve déviée par rapport a Paxe du flux inci-
dent.

La baisse d'intensité est liée a la teneur des particules en SUspension.

L'absorbance mesurée suit la lol de Beer-Lambert, pour des suspensions peu concen-
trées de particules de petite taille.

Les ions sulfates de I'eau a analyser sont précipités en présence de chlorure de baryum
£n exces :

S07 - +Ba’t — = BaS0,
¥

Le précipité ainsi obtenu est homogénaisé et |'absorbance mesurée au spectrophoto-
métre est proportionnellle & la quantité d'ions sulfates présents.

[P ST — = 3 o + LK L] o PR AP e L " . —_—. . R - - = FTaLLFr. ="

2. REACTIFS
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» Solution de polyvinyl-pyrrolidone ou de » Tween 20 = 8 25 %,

* Solution de chlorure de baryum stabilisée ;
~ chlorure de baryum : 10 g ;

— solution de « Tween 20« : 20 cm? ;

— eau distillée g s p : 100 cm?,

» Apide chiorhydrigue au 1,10,
* Sulfate de sodium pur pour analyses et anhydre { masse molaire = 142,04 g. mal — 1§,

* Fau a analyser.



3. FICHE TECHNIQUE

3.1. Reéaction de précipitation

Dans un tube & essais, introduire successivement :
— eau a analyser, diluée au 1/20 : 39 cm? ;

— acide chiorhydrique au 1/10 : 1 cm? ;

— solution de chlorure de baryum stabilisée : 5 cm®.

Agiter 2 ou 3 fois énergiquement. Aprés 15 min de repos, agiter 3 nouveau et faire la lec-
ture au spectrophotométre a la longueur d'onde de 650 nm.

3.2. Etablissement de la courbe d'étalonnage

3.2.1. Préparation de Ia solution étalon

Préparer par pesée U = 100 em? d'une solution & 1,775 g de sulfate de sodium anhydre
par dm?.

3.2.2. Préparation de la gamme d'étalons

A partir de |a solution étalon précédente, préparer ung gamme d'étalons contenant de O a
1,2 mg d'ions sulfates (503 ~) par tube.

Agiter 2 ou 3 fois énergiguement. Apres 15 min de repos, agiter a nouveau et faire la lec-
ture au spectrophotométre, a la longueur d'onde de 650 nm, contre un témaoin réactif.

3.3. Questions

Déterminer la teneur en sulfates exprimée en milligrammes d'ions Sﬂf - par dm® d'eau &
analyser.

Données:Na=23gmol -t ;S=32gmol ~1;0=16 g.mol ~1,



4, MODE OPERATOIRE

4.1. Tableau de composition des tubes

4.1.1. Préparation de la solution étalon

Peser :
- Na,S0, pur et anhydre : 0,1775 ¢ :
— eau distillée g & p : 100 cm?,

4.1.2. Préparation de la gamme d’'étalons

La solution &talon préparée par pesée a pour concentration molaire C = 0,0125 mal.dm ~ 3,
Elle renferme donc 1,2 mg d'ions sulfate par cm?,

It faut diluer cette solution étalon au 1,/10 (0,12 mg d'ions SOF ~ - cm ™7 ) ou au 1/20
(0,06 mg d'ions 507 ~ - cm = ) (tabl. 14.1).

Tableau 14.1.
N® tubes ) i 2 3 4 5 Dosage
Solution dtalon dilude au 110 (em®) 0 2 4 G B 10 -
Eau badistilléa (cm™) a4 37 i 33 31 29 -
ou
Solution efalon diluse au 1/20 {cmf‘] 0 4 B 12 16 20 =
Eau bidistilléa {cm?) 3o a5 )| 27 23 19 -
Eau & analyser diluée au 120 lem®) - - - - - - 39
HCI au 1710 {omd) 1 1 1 1 i 1 1
BaCl, (cm?) 5 5 5 5 5 5
SC!IE qm ani mg i} 0.24 0,48 0,72 0,96 12 x
4.2. Calculs
3
_ _ . " 3 10 20 000
Concentration massique en mg d'ions 507 ~par dm= = X . ET 20 = T R
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Le but de cette manipulation est :

» d'étudier la technique de chromatographie sur colonne {montage, précau-
tions expérimentales, suivi d'élution) ;

* de caractériser le comportement d'un soluté ;

« d'appliquer la chromatographie de filtration sur gel {ou d'exclusion—diffusion)
au dessalage d'une protéine obtenue par relargage.

B TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

gel ou tamis moléculaire ;

limite d'exclusion ;

effluant ;

volume d'élution {ou temps d'élution) ;

volume mort ;

coefficient de distribution K ;

efficacité de la colonne expérimentale pour le nombre de plateaux théo-
rigues N ;

+ pptimisation.

1. PRINCIPE

Le gel de la phase stationnaire est caractérisé par le diamétre de ses pores. Les trés
Erosses molécules sont exclues et sortent en premier dans le volume mort v,. Les plus
petites molécules entrent dans les mailles du gel et se déplacent plus lentement ; a la
limite, les trés petites molécules diffusent librement et leur volume d'élution est égal au
volume total de la colonne v..

Le gel utilisé est du Sephadex G- dont la limite d'exclusion est de 5 000 Daltons.

« Dans un premier temps, on suivra la séparation d'un mélange de bleu Dextran {masse
molaire égale & 2.10°% Daltons) totalement exclu et de vitamine B, {masse molaire
1357} en recueillant I'effluant par fractions de volume identique. Les molécules étant col-
Orées, on suivra aisément leur &lution.

+ Dans un deuxiéme temps, on analysera un mélange d'albumine et de sulfate d'ammo-
nium. On sulvra 'élution de |a protéine de masse molaire 85 000 Da, donc exclue, en
mesurant 'absorbance & 280 nm des différentes fractions et I'élution des ions sulfate
par opacimétrie.



En présence de chlorure de baryum les ions SEI'_;I:" forment un précipité blanc .

[Ba=* + Sr:!g“ -=memmee--- g BaS0,)
o
A faible concentration, I's absorbance « est proportionnelle & la concentration en sulfate.

On pourra ainsi traduire I"&lution des deux molécules par un diagramme.

51 on étalonne les spectrophotométres pour ces deux dosages. on pourra évaluer les
pourcentages de récupération des deux molécules.

2. PRODUITS ET MATERIEL

2.1. Produits et solutions

+ Gel Sephadex G.. fine (fourni par Pharmacia) préalablement gonflé dans 'eau physi-
ologique,

* Mélange (1) :
— bleu Dextran : 2 mg.cm = 3 ;
- vitamine B,, : 0,12 mg.cm ~ 3,

* Mélange (2) :
- sérum albumine : 2 g.dm ~ 3 ;
- (NH,), S0, : 50 g.dm ~ 2.

» Solutions pour &talonner le spectrophotometre :
~ sérum albumine 3 1 g.dm 2 ;

— (NH,), S0, 8 3 g.dm =3 ;

- BaCl, a 50 g.dm ~ 3,

NaCl & 9 g.dm ~ <,



2.2. Matériel minimum pour réaliser une chromatographie
liquide basse pression

* Colonne en verre de 1 cm de diameétre, 25 cm de longueur munie d'un robinet.
* Laine de verre.

« Réservoir de phase mobile.

» Collecteur de fractions (sinon tubes a hémolyse « jaugeés a1l et 1,5 mi).

= Spectrophotométre réglable a 280 nm et 650 nm.

» Cuves plastigues spéciales pour mesures en UV (fournisseur Kartell).

2.3. Montage plus élaboré

* Pompe péristaltique a débit constant et réglable,
* Colonne de chromatographie réglable avec accessoires.
* Systeme d'injection de I"&chantillon.

» Systéme de détection et d'enregistrement en continu,

3. MODE OPERATOIRE

3.1. Conditions opératoires et précautions générales
dans une expérience de chromatogaphie sur colonne

3.1.1. Choix et conditionnement du gel

Dans cette manipulation, le choix est facile puisgue |a différence de masse molaire entre
les deux molécules & séparer est importante. Le Sephadex G., combine une bonne rgid-
ité et de bonnes caractéristigues de débit, Il est fourni sous forme séche ; il est donc
indispensable de faire gonfler les billes de gel dans un excés de solvant sans agitation,
pendant trois heures a température ambiante. Puis dégazer le gel sous vide pendant
guelgues minutes avant son utilisation {prévoir une fiole de garde). On peut également
dégager le gel dans une cuve a ultrasons.



3.1.2. Choix de la colonne et remplissage par voie humide

Les caractéristiques de la colonne sont importantes :

— yolume mort a la sortie minimum ;

— taille : la résolution augmente proportionnellement a la racine carrée de la longueur et
le diamétre dépend de la quantité d'échantillon a analyser mais reste de l'ordre du 1/15
de |a longueur.

Pour le remplissage :

— verser la suspension de gel bien homogens en une seule fols |

- s'assurer qu'aucune bulle d'air n'est emprisonnée dans le volume mort sous le filtre ;
attendre la décantation du geal ;

équilibrer le gel avec la phase mobile ;

éliminer 'excés de phase mobile et ne jamais laisser la colonne a sec,

3.1.3. Dépdot de I'échantillon a analyser

L]

Choigir un faible volume d'échantillon (1 &8 5 % du volume total du gel).

Déposer délicatement I'échantillon en évitant toute perturbation a la surface du gel.

Ouvrir 12 colonne jusqu'a pénédtration compléte de I'échantillon,

Eliminer par lavage avec un petit volume déluant les traces d'échantillon restant sur la
paral de la colonne,

3.1.4 Choix de I'éluant et mise en route de I'élution

Dans ce type de chromatographie, la composition de I"éluant ne modifie pas directement
la résolution. On peut choisir une solution saline, un tampon ou de "eau distillée.

— Vérifier la pression de travail.

— Quvrir la colonne et commencer I"&lution qui se fait par gravité. Régler le débit en
manceuvrant le robinet. Une pompe péristaltigue en permet un controle plus régulier,
Toujours choisir un debit faible (environ 1 cm? pour 4 minutes).

- Recueillir des fractions d'égal volume,

3.1.5. Analyse des substances éluées

Elle peut s'effectuer directement lorsque des mesures physigues sont réalisables ou
aprés une réaction chimigque de révélation.

L'analyse peul étre qualitative {apparition d'une couleur, d'un précipité, identification par
CCM) ou gquantitative si on travaille sur un volume d'@luant précis et si on se référe a des
solutions standards.

3.1.6. Conservation du gel

Le gel peut &tre utilisé de nombreuses fois a condition de e protéger contre toute conta-
mination microbienne. Conserver le Sephadex G, a I'état gonfle, en refrigerateur, en pre-
sence d'une solution & 2 g.dm —3 en azide de sodium.



3.2. Montages

Les montages sont a réaliser suivant deux possibilités : premiére possibilité (fig. 15.1a)
et seconde possibilité { fig. 15.1b).

. b,

F— POmpe sans
Q pulsation

T e—— MElange & analyser

Tube Teflon

Seringue

- Colonne avee le gel dinjection

de Sephad
2 aephadex Rohinet & 3 voies

Colenne garnie
d"absorbant

Laine de verre relenant le gal Solvant
] Robinet maintenant le
débit vaulw
| !*Fuh: de caoutchoue
Enregistreur
Cathéter
ra
Il d i
b o gl
-

Fig. 16.1. Montages réalisables par chromatographie sur colonne par gelfiltration

3.3. Conduite de la chromatographie

3.3.1. Etude de quelques paramétres

Manipulation

Travailler avec 6 grammes de Sephadex G,y fing gonfié dans I'eau physiologique dans
une colonne de 25 cm de hauteur et 1 cm de diamétre.

Déposer 0,5 am? du mélange.

Déclencher le collecteur de fractions et éventuellement I'enregistreur.
Eluer avec de I'eau physiologique.

Maintenir un débit de 0.3 cm?® par minute.

Recueillir 'effluent par fractions de 1,5 cm?.

Observer la migration du bleu Dextran.



Repérer visuellemeant ;

— le volume d'élution du bleu Dextran® ;

~ e volume d'éluant contenant |e blew Dextran :
- le volume d'€lution de la vitamine B, |

— le volume d'éluant contenant la vitamine B, .

Temps

Préparation de la colonne

Y

[ré pldit du medange
Bleu Dextran—vitamane B,

—

Elution |

'

Analyse des fractions

REMARQUES :

® 50 on dispose d'un gétecteur en continu
suivre I'élution a 280 nm ;
faire un enregistrement des spectres d'absorption des deux molecules.

= 5 pn ne dispose pas de détecteur, et en fonclion du temps disponible, on pourra
mesurer "absorbance des différentes fraclions.

3.3.2. Dessalage d'une solution de sérumalbumine

Sur la méme colonne ;

- déposer 0,5 cm? d'un mélange de sérumalbumine et de sulfate d'ammoniurm ;

— é&tablir une pression de téte de 25 cm de hauteur, maintenir le débit 4 0.3 em? min 1
et recueillir des fractions de 1 cm? ;

- mesurer I'absorbance a 280 nm des fractions** ;

— doser les ions sulfates sur 0,2 em? de chague fraction ;

— mesurer |a hauteur de gel dans la colonne ;

- récupérer le gel et le conserver |

- mesurer le volume v, de la colonne en la remplissant avec de I'eau distillée jusqu’au
niveau d'origine du gel.

*  La migration du blew Dextran permel d'@valoer i3 gualité du gel @ sila migration n'est pas satisfasants
recoamimnencer e remplissage,

** {In pourrRit faire un dosage colorimétrigue type Folin-Lowry sur 0.6 cm® de chaque fraction {voir
chapitre 12,



1%

3.3.3. Dosage opacimétrique des ions sulfates

* A partir de la solution mére de (NH,), S0, 3 3 g.dm - 3, réaliser trois solutions filles
0,3, 0.6 et 1,5 g.dm — 3,

= Pipeter dans chague cuve

- 0,2 ¢m? de chacune des solutions & analyser {solutions é&talons, fractions éluges,
mélange analysé dilué 50 fois) ;

- 0,2 em? de BaCl, & 50 g.dm ~ ¥,

- 1,6 cm? d'eau déminéralisée.

= Agiter et lire immédiatement « I'absorbance « 8 650 nm.

3.3.4. Dosage spectrophotométrigue de I'albumine

Mesurer 'absorbance a 280 nm d'une solution étalon et du mélange analysé,

4, EXPLOITATION DES RESULTATS

4.1. Analyse qualitative

4.1.1. A partir de la premiére expérience

* Déterminer le v, de la colonne et le volume d'élution v, de la vitamine B,,. Le compa-
rer avec le volume total v, Conclure sur le comportement chromatographigue de la vita
mine B, ..

volume d'éluant contenant la substance

* 5 on appelle facteur de dilution le rapport :
volume déposé

le calculer pour le bleu Dextran et pour la vitamine B,.. Conclure.

* 5 on dispose d'un détecteur en continu :
— comparer I'allure des deux pics d'élution ;
= pourquol peut-on utiliser un détecteur réglé a 280 nm 7

4.1.2. A partir de la deuxiéme expérience

» Tracer le profil d'élution de I'albumine et des ions sulfate. Discuter le résultat oblenu,

¢ Déaterminer les volumes d'élution des deux molécules et discuter les valeurs trouvées.,



* Calculer le facteur de dilution pour I'albumine,

* Pour les jons sulfates, calculer les trois paramétres caractérisant le comportement
d'un soluté et indépendants des caractéristigues géométrigues de la colonne :

"l'& IIII-E
= volume d'élutions relatifs — et — ;
Vi Vi
'l.."f = '..fD
- coefficient de partage accessible K, =
Vr— W
T Yo

Peut-on calculer Ky, 7 (Rechercher éventuellement la documentation nécessaire. )

* En utilisant le pic d'élution de ['albumine, calculer le nombre de plateaux théorigues M
par métre. En déduire la hauteur équivalente d'un plateau théonque HEPT.

On précise que pour un pic chromatographique gaussien (g, 15.2.) N peut &tre calculé a
partir de I'une des deux expressions suivantes :

2
t

1
N = 15[_H} DUN=5_545[—R1
W 5

Fraction de la hauteur
maximale du pic

1} Tangentes aux poinis
W inflexion

1.000 - L
0B82 (- - T
Paints dinflexion
0500} —— § o= 2,354
Largeur & mi- hauteur
0324 se—a— Y

Ligne de base

Fig. 15.2. Largeurs caractéristiquss d'un pic gaussien

L
Le HEPT a pour dimension une longueur © elle est égale a W ou L égale la longueur de la
calonne,



4.2. Analyse quantitative

* Présenter un tableau {comme tableau 15.1.).

Tableau 15.1.

MNurmédro des fractions 1 2 3 4

Ahsorbance a 280 nm
KX de sullabe d ammonium

» Exprimer les concentrations du mélange initial en g.dm -2 d"albumine et en g.dm -2 de
(NH ), 50,.

* Calculer les pourcentages de récupération pour l'albumine et pour les ions sulfate.
Commenter les résuitats obtenus.

« Conclure sur l'optimisation possible de la manipulation d'aprés les critéres suivants ;
gualité de la séparation ;

pourcentage de récupération ;

dilution de l'albumine ;

durée de la manipulation.

5. EXERCICES

Exercice n® 1 :

Quelles autres techniques de dessalage d'une solution protéinigue peut-on utiliser ? En
discuter les avantages et les inconvénients.

Exercice n® 2 :

Sachant que le pouvoir de résolution H. est proportionnel a la racine camrée de la hauteur
de gel, calculer la hauteur de gel minimale utilisable dans I'expérience de dessalage pour
avoir un Ry correct de 1,5,

Exercice n* 3 :

Rechercher dans un catalogue les modifications de gel qui ont élargi le domaine d'appli-
cation de |a technique,



Exercice n® 4 :

Utilisation d'un gel pour la purification d'une proté&ine A & partir d'un mélange M de trois
protéines A, B et © dont les masses molaires sont respectivement égales & 3.104, 5,104
et 10% 0. Quel gel peut-on choisir ? Justifier la réponse.

Donneges : courbes de selectivite de gels Sephadex type G (fig. 15.3.).

K aw
101

Sephadex types G

08

08

04

0.2

0 H t et 1 |
104 5 k104 107 Masse moléculaire

Fig. 15.3. Courbes de sélectivilé | Sephaday type G | pour des protéines globulares)

Exercice n® 5 -

Due faire dans les cas suivants d'anomalie ;
craguelure dans le it du gel ;

progression irréguliére de 1"échantillon dans le gel ;
faible résolution ;

absence d'écoulement.

'CORRECTION DES EXERCICES

Exercice n® 1 :
- Dialyse et ultrafiltration.

— Etude comparés,



Gel-filtration Dialyse Litrafittration

Gt Taibla faibia aleve
Durée rapicda irdas fomg rapidi
Récupération des pefites maolécules bonne impossiole lifficile
Dilution asser &leva faibla faible

Exercice n* 2 :

Re = k /L

Soit R le résultat obtenu pour une hauteur de gel L1 au cours du TP :
1

1,5

L"”ih—l
A

Exercice n® 3 :

- Modification de la nature chimigue du gel ;

— Utilisation d'autres molécules de pontage ;

= fixation de ligands variés ;

ont paermis d'augmenter la stabilité chimigque, la stabilite thermigue et d'élargir les
domaines d'application.

Exercice n® 4 :

Gel 2 (volume d'élution trés différent des volumes d'élution de B et C).

Exercice n® &5 :

» Craguelure (prise d'air importante ou colonne violemment déplacéde) ; vérifier toutes les
connections et reconditionner |a colonne.

= Progression irrégulieére de I'échantillon dans le gel : (colonne mal conditionnée) :© recon-
ditionner la colonne, en évitant une trop forte pression et améliorer la fluidité de |a sus-
pension de gel.

« Faible résolution @ vérfier la courbe de sélectivité et éventusllement choisir un autre
gel ; voir si le volume déchantillon n'est pas trop important ; utiliser une colonne plus
longue ; choisir un débit plus faible.

» Absence d'écoulement © vérifier que la valve de sortie n'est pas fermée | vérifier la
pression & la pompe, s'assurer gu'il n'y a pas de fuites aux connections,
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Le but la manipulation est :

= d'isoler les noyaux de cellules de foie de rat puis d'en extraire et purifier
I'ADN :

= de doser I'ADN obtenu par colorimétrie et par spectrophotométrie en UV.

¥ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

centrifugation différentielle ;
broyage ;

extraction ;

précipitation sélective ;
caractérisation spectrale.

® B ® & W

1. PRINCIPE

Schéma résumant la manipulation ;

' Foie de ral |
1" éta — broyage
e = centrifiguation
Fraction nucléaire brute {(Vem?) |
1
2% dtape Sur 4 Gm .
— aextraction

= précipitations Sélectives

| ADN purilié (mg)

repsize par 5 cm? de tampon

3 étape A

Dosage cokonimétrigue Caractanzation spacirala



* Dans un premier temps, on détruit la structure cellulaire du tissu animal par broyage
puis on isole les noyaux par centrifugation horizontale.

* Dans un deuxigme temps, on extrait et on purifie I'ADN des noyaux par élimination suc-
cessives des protéines associées, des lipides et de 'ARN.

Les protéines sont dissociées de 'ADN a ["aide de détergent (SDS) et de perchlorate de
sodium. L'addition d'un solvant organique non miscible (chloroforme contenant un peu
d'alcool isoamylique comme agent anti-moussant) permet d'éliminer les lipides et de
coaguler les protéines. A pH 8,3, les acides nucléigues : ADN et ARN sont extraits dans
la phase aqueuse. Aprés séparation des phases, I'ADN est précipité sélectivement par
addition d"éthanol.

* Dans un troisiéme temps, on analyse "ADN purifié obtenu :
—- par dosage colorimétrique en utilisant la diphénylamine qui forme un complexe coloré

en bleu avec le désoxyribose | Anca

. . min . . -
-~ par étude spectrale en évaluant le rapport ——— qui permet d'apprécier |'efficac-
ité du procéde de purification. A nm

2. PRODUITS ET MATERIEL

* Ral.

* Solution STE :

~ saccharose : 250 mmol.dm =3 ;
~ EDTA : 1 mmol.dm —3 ;

- Tris=HCI : 5 mmoal.dm ~ 3 pH 7.2.

* Tampon TE :
~ tampon Tris : 10 mmol.dm — = ;
- EDTA : 1 mmol.dm =~ pH 8.3.

* SDS: 250 g.dm 4,

* MNaCl0, : 5 mol.dm 3,

* Mélange chloroforme, alcoal iIscamylique (24 : 1, viv).
= Fthanol 95°%,



* Solution standard d’ADN & 400 mg.cm ~ < (100 mg d'ADN dans 250 cm?® d'acide
trichloracétique 8 5 %). La solubilisation se fait a 90 °C) (Référence : DNA from Calf
Thymus Sigma, D 1501.)

* Acide trichloracétique & 50 g.dm — 7,

= Réactif 3 la diphénylamine : dissoudre 0,6 g de diphénylamine fraiche {ou recristallisée

dans |"éther de pétrole) dans 60 cm? d'acide acétique glacial. Ajouter 1,75 cm® d'acide
sulfurigue concentré.

» Centrifugeuse réfrigérée avec rolor pour centrifugation horizontale,
* Tube a centrifuger en varre de forme conique.
= Broveur de Potter,

# Bain-marie a 80 °C.

3. PROTOCOLE

3.1. Premiére étape : préparation de la fraction
nucléaire brute

— Anesthésie d'un rat (mis a jeun la veille). Le laisser saigner 1-2 min.
- Prélever le foie, le peser, le couper en petits morceaux avec une paire de ciseaux.

— Broyer au Potter (Potter de Thomas de 30 ml), 5 montées et descentes a 1 000 rpm
en présence de STE (environ 10 ml par g de foie).

— Centrifuger & 600 g 10 min, & 4 °C, sl possible dans un rator pour centrifugation hori-
zontale.

~ Vider le sumageant. Remettre le culot en suspension a I'aide d'une baguette de verre,
Diluer avec 30 ml de STE et re-centrifuger & 600 g pendant 10 min.

— Remettre en suspension au Potter (manuellement 1 & 2 montées et descentes) en
présence de STE. Volume final de la fraction (environ 20 mi pour 1 foie) & noter Vem?®,

Le culot constitue 1a fraction nuclgaire brute. Cette fraction est utilisée sans autre pur-
fication pour extraction d'ADN.



3.2. Deuxiéme étape : extraction et purification de I'"ADN

— Prélever 4 cm® de |a préparation de noyaux et déposer cette prise dans un flacon de
250 cm? {avec bouchon hermétique).

Ajouter 25 em? de tampen TE.
Ajouter 2 cm? de SDS.

Bien melanger.

1

Chauffer le mélange a 60 °C pendant 10 min. Agiter de temps a autre.

- Ajouter NaClO, a 5 mol.dm 4 an gquantité telie gue la concentration finale soit environ
1 mol.dm ~ 2 {6 cm?® pour 25 cm? au départ).

— Ajouter 1 volume de chloroforme + alcool iscamylique (24 © 1, v/v). Fermer le flacon
avec le bouchon et agiter le mélange énergiquement & la main pendant environ S min.

— Séparer les phases en centrifugeant & 1 000 g pendant 5 min a température ambiante.
{Utiliser un {ou des) tube(s) a centrifuger en verre ou autre matériau résistant au chloro-
forme).,

N B : équilibrer les pots avant la centrifugation.

— Prélever soigneusement la phase agqueuse {phase supérieure). Transvaser celle-ci dans
le tube a centrifuger propre. Eviter de prélever les protéines coagulées a l'interface, Ré-
extraire une nouvelle fois la phase agueuse avec 1 volume de chloroforme + alcool iso-
amyligue (24 : 1, v/v).

— Pendant |a centrifugation, passer une baguette de verre a la flamme pour éliminer les
nucléases. La poser dans un récipient propre (bécher de 250 cm?). Ne pas toucher, I'ex-
trémité de la baguette avec les doigts ; 'ADN étant trés sensible a 'action des DNases.

- Prélever la phase aqueuse. Transvaser celleci dans une éprouvette de 50 cm”. (Eviter
de prélever les protéines coagulées a l'interface.) Aprés avoir noté le volume, transvaser
la phase agueuse dans le bécher de 250 cm?®.

— Ajouter fentement 2 volumes d"éthanol & 95 °C froid (- 20 °C) tout en agitant avec la
baguette de verre (en tournant toujours dans le méme sens). L'ADN précipite sous forme
de filaments qui s'enroulent autour de la baguette de verre. Eliminer au maximum "&tha-
nol en pressant la baguette contre |la paroi du récipient, Eponger soigneusement avec un
morceau de papier Joseph,

—~ Déposer le produit récupéré dans une capsule préablement pesée (balance de préci-
sion). Sécher le précipité en le laissant dans un dessicateur.

- Peser le résidu aprés séchage (balance de précision, soit mg).

— Dissoudre I"'ADN obtenu dans 5 cm? de tampon TE. La solubilisation est lente ; ne pas
chauffer.

~ Eventusllemeant, congeler une partie de cette solution plus en faire ultérieurement
I"analyse électrophorétique.



REMARQUES :

» [a basse température de ("éthanol est indispensable (le placer au préalable au congé-
lateur),

* Pour gagner du temps on peut travailler en binome, 'un fait la gravimétrie sur son
ess8i el pése jusgu'a masse constante alors gue 'sutre dissout PADN obtenu non sec
dans 5 cm?® de tampon TE sans faire de pesée.

o [CADN étamt trés sensible 4 ("action des DNases omniprésantes, il faut veiller a la pro-
preté rigourewse de la verrerie et si possible travailler en atmosphére stérile (hotte a flux
faminaire ou bec Bunsen).

3.3. Troisieme étape : analyse de la solution d'ADN

3.3.1. Dosage de I'ADN par colorimétrie

Fréparer une série de 7 tubes & essais, comme indigué dans le tableau 16.1.

Tableau 16.1.
Tubs ADN standard Extrait TCA Rdactil diphdmplamine
fug) fom) {err) fcm)
Blanc 0 H 2,00 4,00
1 200 i 1,50 4,00
2 400 i 1,00 4,00
3 600 0 0,50 4,00
4 B0 o i 4,00
Extrait 0 0,50 1,50 4,00
4] 1,00 1,00 4,00

N B : bien agiter les tubes, les boucher avec du papier aluminium et les mettre au bain-
marie bouillant pendant 10 min. Les refroidir rapidement. Lire ["absorbance a 600 nm.

3.3.2. Caractérisation spectrale

= Diluer 2 fois la solution d'ADN dans le tampon TE.
- Enregistrer le spectre UV entre 230 et 320 nm.
- Noter les valeurs d'absorbance a 260 et 280 nm.



4, RESULTATS

4.1. Détermination de la masse

Indiguer la masse m en grammes d'ADN sec obtenu & partir de 4 cm® de la préparation
de noyaux. Rapporter le résultat en volume d'extrait :

m x v
M = 3 Brammes

4.2. Dosage colorimétrique de I'ADN

- A partir de la courbe d'étalonnage, exprimer |a quantité x pg d'ADN par em? d'extrait,

- Rapporter le résultat 4 la masse d'ADN purifié, soit x x 5.10 3, mg.g ~ . Commenter
le résultat,

4.3. Etude spectrophotométrique

— A partir de I'absorbance & 260 nm, calculer la concentration de 'extrait d'ADN. On pré-
cise que le coefficient d'absorption E¥5¥ = 20 dm™ cm ~1g - 1. Comparer ce résultat avec
celui obtenu par colorimétrie.
A’ZE{] THIT
- Exprimer le rapport —————
2HO mm

Quelle indication supplémentaire donne ce rapport 7 (Habituellement, ce rapport est
compris entre 1,65 et 1,85



5. EXERCICES

Exercice n® 1 :

Fourguoi I"association SDS-perchlorate de sodium favoriset-elle I"extraction de 'ADN 7

Exercice n® 2 :

"ﬂ'EEiD nm
Comment evolue |le rapport ——

280 nm
d'un ADN de cellule eucaryote 7

au cours des différentes &tapes de purification

Exercice n® 3 :

L'ADM extrait peut eétre caracténsé par son « point de fusion «. Proposer une méthode de
détermination de ce « point de fusion «. Quel renseignement ce résultat donnerait-il ?

CORRECTION DES E}(ERBI&ES

Exercice n® 1 :

Dissociation des associations nucléoprotéiniques el précipitations des protéines, ce qui
facilite 'extraction de I"ADMN.

Exercicen® 2 :

Augmentation.

Exercice n® 3 :

— Placer une solution d'ADN dans la cuve d'un spectrophotomeétre possédant un bloc
tharmostatigue et enregistrer les variations d'absorbance a 260 nm en chauffant jusqu'a
90 °C environ,

= Permet de déterminer le pourcentage de G-C et éventuellement de vérifier si "ADM util-
is& est sous forme native.,
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Le but de cette manipulation est :

* de dégager les différents temps d'une analyse électrophorétigue ;

» d'utiliser différents supports en fonction du probléme analytique posé ;

+ d'appliquer cette technique & des molécules biologigues diverses : acides
aminés, protéines, acides nucléigues.

Ces technigues trouvent leur place dans des manipulations plus complexes
comme le suivi d'une purification de protéines (notamment d'enzyme) ou des
manipulations touchant le génie génétigue.

¥ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

mobilité électrophorétique ;
électrophorése de zone ;
acétate de cellulose ;

gel d'agarose ;

tampon ;

pHi ;

ADN et enzymes de restriction ;
carte de restriction.

1. PRINCIPE

L'électrophorése est une technigue analytique basée sur la migration différentielle de
molécules ionisées soumises a un champ électrigue continu, dans un milieu &lectroly-
tique tamponné. de pH et de force ionique précise.

« Dans une premiére manipulation, on sépare des petites molécules amphotéres sur un
support simple comme le papier Whatman (acides amines d'un jus de fruit par exemple) .
la migration se fera en fonction du pHi des molécules.

* Dans une deuxiéeme manipulation, on se propose de séparer des protéines, soit des
macromolécules amphotéres. Pour éviter les phénomeénes d'adsorption, donc des
trainges, pour rendre |e fond transparent et pour diminuer le temps d'analyse, on utilise
I'acétate de cellulose comme support. La bande transpansée et séchée peut se préter a
une analyse den sitométrique. Le critére essentiel de migration ast le pHi des moléculas,



*» Dans une troisieme manipulation, on utilisera davaniage les proprigtés du support.
L'emploi d'un gel introduira le phenoméne de tamisage des macromolécules, Les acides
nucléigues, toujours chargés négativement et de méme densité de charge, migrent vers
I"'anode et si la concentration du gel est judicieusement choisie, |a distance de migration
est inversement proportionnelle au loganthme de [a masse molaire,

Cette technigue peut étre appliguée a 'établissement de cartes de restriction sur diffé-
rents ADN.

Dans tous les cas, les différents temps de la manipulation sont identiques et peuvent
étre résumeés dans la figure 17.1.

Fréparation de Fappareillage

e ——————————— e

Dépét de l'dchantillon |
+ |
Migraticn difiarantislla

v

| Révélation

v

Analyse do 'dectrophordgramme

Fig. 17.1.

2. REACTIFS ET MATERIEL

S —

* Génerateur de courant stabilise.
s Cuve i électrophorése avec chevalet,

= Applicateur simple,



2.1. Manipuiation (1)

= Bandes de papier Whatman n® 1.
* Pulvérisateur.

= Tampon pH 6,1 obtenu en meélangeant 15 cm? d'une solution de MNa HPO, a 1/15
mol.dm - % avec 85 cm® d' une solution de KH,PO, & 1/15 mol.dm ~ 3,

+ Filtrat de jus de fruit (citron, orange).

s Mélange témoin d'acides aminés : acide aspartique + Proline + Arginine & 2 g.dm -3
pour chague acide aminé.

* Solution de révélation : ninhydring a 2 g.dm ~ 9 dans le butanol. A conserver au réfrigé-
rateur,

2.2. Manipulation (2)

* Bandes d'acétate de cellulose 17 x 2.5 cm (par exemple Celloge! fourni par Sebia).

* Tampon Véronal-Tris pH 9.2 a4 0,04 mol.dm ~ 3 (p = 0,05) : 10,30 g de véronal sodigue
+ 1,84 g de véronal acide + 7,20 g de Tris pour 1 dm?.

& Solution de lavage ; acide acétigue a 5 %.

= Solution de transparisation & préparer extemporanément ; 85 cm? de méthanol +
15 em? d'acide acétique + 0,5 cm® de glycéral,

« Colorant : rouge ponceau a 5 g.dm ~ ? d'acide trichloracétique @ 5 %.

& Appareil pour densimétrie.

= Echantillon : sérum bovin ou humain, €luat de chromatographie au cours d'une purifica-
tion de protéine, extrait de viande, hémoglobine. ..

2.3. Manipulation (3)

« Tampon Tris-Borate-EDTA : TBE

- Tris 90 mmol/L : 10,9 g ;

— acide borigue 90 mmol /L ; 5.56 & ;
~ EDTA 2 mmol/L: 0,74 ;

- ajusterapH = 8.3

- eaudistillée g s p: 1 dm?.

® Agarose trés pur en flacon pour pesée.
& Bromure d'éthicium a 5 mg/mL : dangereux. Pipeter avec Eppendorf et gants.

« Solution de charge agarose :
— urée d mol/L;: 2,4 g ;
- saccharose 40% : 4 ¢



EDTA 50 mmaol /L : 0,186 g ;
bleu de bromophénol : 001 g ;
H,0 stérile g s p: 10 ml.

Eau stérile.
Tampon EcoR ;.

Enzyme de restriction EcoR, | il est pratigue d'utiliser I'enzyme et le tampon commer-

cialisés par le méme fournisseur. Les produits commercialisés par Beshringer Manheim
donnent toute satisfaction :

tampon : Rifa Tampon H Beehringer ;
enzyme EcoR, réf. 1 TO3737 Beehringer |
incubation & 37 °C,

On conseille d'utiliser 10 U d'enzyme par pg d'ADN. Les volumes seront deélivrés a 'aide
d'une micropipette & cones cristal.

™

Enzyme de restriction Hind 3 : mémes remarques que pour I'enzyme EcoR . Exemples
tampon : réf, Boehringer tampon B ;

enzyme Hind 11l réf. : 656313 Behringer ;

incubation & 37 °C.

On conseille d'utiliser 10 U d'enzyme par pg d'ADN, Les volumes seront délivrés a Iaide
d'une micropipette a cones cristal.

-

Substrat : ADN de phage Lambda. Isolé & partir de E.coli. W, 3110,
Appareil a gel horizontal.
Lampe LIV,

" b T

3. PROTOCOLE

3.1. Premiére manipulation : séparation d'acides aminés
par électrophorése sur papier

3.1.1. Préparation de la cuve

Remplir chague compartiment d'un méme volume de tampon. Bien essuyer |la partie

centrale de séparation pour éviter les court-circuits.



3.1.2. Préparation des bandes de papier

* Mise en place et dépdt de I'échantillon & analyser.

* [Découper une bande de papier Whatman de 3 cm de largeur €t de longueur adaptée a
I'appareil. Eviter les traces de doigls.

= |dentifier la ligne de dépot et [a polarité a I"aide d'un crayon graphite :

R

I —— - —

* |mprégner la bande dans le tampon.
* |'essorer rapidemeant avec une feuille de papier Joseph.
» L'installer sur le chevalet en vérifiant la polarité.

« Déposer 2 pl de la solution d'acides aminés a "aide d'un applicateur en respectant le
centrage du dépdt. On pourra faire deux dépdls : I'un avec le mélange témoin, I'autre
avec le filtrat de jus de fruit analysé.

* Retendre les bandes avec précaution sans les déchirer,

3.1.3. Migration

* [ntroduire le chevalet dans la cuve,
* Relier la cuve au générateur.

= Régler la tension a environ 150 Volts. Vérifier Mintensité du courant. (Un courant trop
important provoguerait un échauffernent préjudiciable.)

» |aisser migrer environ 1 heure cuve fermée.

= En fin de migration, amreter le géneérateur et déconnecter la cuve.

3.1.4. Reévelation

* S&cher la bande avec un thermoventilateur.

* Faire une légere pulvérisation de ninhydrine et sécher & "étuve & 100 °C.

3.2, Deuxiéme manipulation : séparation de protéines
sur acétate de cellulose

Les détails du protocole expérimental seront & adapter au matériel, & la margue des ban-
des et au probléme analytique posé. Dans |la plupart des cas, les protéines seront
placées en milieu basigue el acquerront ainsi une charge globale negative qui les feront
migrer de la cathode vers 'anode.



3.2.1. Préparation des bandes

Déposer les bandes sur une feuille de papier Joseph. Marguer ces bandes sur l'une de
leurs extrémités qui sera le coté cathodique.

Lorsque les bandes présentent une face brillante el une face mate, ¢'est sur cette
derniére gue sera effectué le dépdt.

Chaque bande est ensuite imprégnée de solution tampon. Ce tampon a un pH égal a 8.6
et une force ionique de 0,05. Sa composition est variable mais il contient souvent du
véronal aclde {acide diéthylbarbiturigue) et du véronal sodigue,

Les bandes sont déposées a plat & la surface du tampon qui 18s iMmpregne Mrogressive:
ment par capillarité, ce qui permet de ne pas emprisonner de bulles d'air dans I"épais-
seur de ces bandes. Dés qu'elles sont suffisamment imbibées de tampon, leur couleur
passe au gris |éger ; on peut alors les immerger a |'aide d'une baguette. Si des bulles y
sont emprisonnées, elles forment des taches blanches : de telles bandes doivent étre
gliminées a moins que les bulles ne soient rares et petites, et disposées en dehors du

parcours de la migration. Laisser les bandes immergées pendant au moins 15 min (il n'y
4 pas de délai maximal pour I'immersion des bandes).

Manipuler les bandes avec précaution, en utilisant des pinces de préférence,

3.2.2. Mise en place des bandes

L'essorage et la mise en place des bandes doivent €tre conduits rapidement car il ne faut
pas sécher exggérément les bandes [essorage avec du papler Joseph qui se mouille rapi-
dement sans éponger totalement le tampon des bandes).

Extraire les bandes du tampon ol elles étaient immergées et les déposer sur le papier
Joseph. Les presser réguligrement avec une autre feuille de papier Joseph, puis les
placer sur leur support (chevalet), face mate vers le haut et repéres du méme cité, Les
tendre suffisamment et veiller & ce que leurs extrémités soient bien appliquées contre le
support.

3.2.3. Dépot du sérum

Le dépdt est effectug a 2 cm du coté cathodique et & 4 mm des bords de la bande [pour
éviter les effets de bord) lorsquil s’agit d'une bande de 2.5 cm de large.

Le dépot peut étre réalisé -

- soit & I'aide d'une micropipette par un mouvement de vaetvient régulier (facilité en
s'appuyant sur une régle posée en travers de la cuve). Le volume de la solution &
déposer dépend de sa concentration. Pour le sérum, on dépose généralement 2 pl. Sila
solution protéigue est diluée, recommencer plusieurs fois le dépot ;

— 50it a 'aide d'un applicateur,

Introduire le chevalet dans la cuve et fermer celle-ci.



3.2.4. Migration

Connecter la cuve a "alimentation stabilisée (le dépdt doit se trouver du coté
cathodique). Régler la tension par exemple a 150 V et laisser migrer durant environ 2 h
(ou 190V pendant 1 h 307,

3.2.5. Fixation, coloration et transparisation

Les modes opératoires en sont nombreux et variés,

La fixation peut étre réalisée par chauffage ou a I"aide d'un réactif dénaturant comme
I'acide trichloracétigue. La coloration ne doit s'exercer que sur les protéines et de la
méme facon guelle que soit [a protéine (afin quil v ait proportionnalité entre les inten-
sités de coloration et les concentrations protéigues).

Le colorant ne doit pas étre élué par les lavages successifs, Les colorants [es plus utili-
ses sont ; le vert de lissamine, le noir amide ou amidoschwartz, le rouge ponceau 5, etc,

Mode opératoire proposés |
* Sécher légérement |a bande.

* Lacolorer pendant 5 min dans un bain de rouge ponceau, face absorbante de la bande
contre le colorant,

« Décolorer par 4 passages successifs dans une solution d'aclde acétique & 5 % en
renouvelant les bains.

¢ |mmerger dans la solution de transparisation préparées extemporanément 2 8 5 min.

* Etendre la bande sur une plague de verre trés propre. A ["aide d'un agitateur, éliminer
les bulles d'air.

* Placer quelques minutes & ['"&tuve a 60 °C.
+ Laisser refroidir et détacher la bande,

3.2.6. Analyse densitométrique de I'électrophorégramme

» Utiliser si possible un densitomeétre automatisé a lecture directe des pourcentages
d'aire des différents pics. Conserver |'enregistrement.,

* 5 I'on souhaite un résultat en pourcentage massigue, il est nécessaire de réaliser un
dosage de protéines sur la solution analysée (voir chapitre 11).

3.3. Troisieme manipulation : étude d'un ADN d’'Eucaryote

On pourra utiliser I"ADN extrait {voir chapitre 15).

Four des raisons matérielles, il n"est pas souvent possible de travailler stérilement dans
la salle de travaux pratiques. || est néanmoins nécessaire de travailler avec soin et atten-
tion. Les volumes & utiliser sont de 'ordre de quelgues microlitres et par conséquent déli-
cats a controler.



3.3.1. Digestion préalable des ADN par une enzyme

de restriction EcoR,
L'absence d'un des constituants du miliew réactionnel empéchera |a coupure enzymatique,
Les produits d'hydrolyse de 'ADN du phage serviront de marqueurs.

* Muméroter 4 tubes Eppendorf de 1 a 4 et introduire successivement dans ces guatre
tubes les volumes en microlitres indiqués dans le tableau 17.10.

Tableau 17.1.
Tutwas n* T 2 3 i
ADM 3 1 - -
ADM d'Eucanyate - - 5 5
Tampan EcoR, 2 - 2 -
EcoR, 1 - i -
H.0 14 15 12 15
Wolume final 20 20 20 20

* Melanger en secouant le tube puis bien velller & faire descendre tout e liquide au fond
du tube,

= Conserver au froid les tubes 2 et 4.

* |ncuber les tubes 1 et 3 & 37 °C pendant 1 heure en les plagant sur un flotteur en
polystyréne.

3.3.2. Analyse des fragments de restriction par électrophorése
en gel d'agarose

Appareillage
Les détails sur le mode opératoire seront a adapter au type d'appareillage.

L'électrophorése est réalisée sur un appareil & gel horizontal sous immersion : disposer
les peignes qui formeront les logettes de dépdt,

Le tampon d'électrophorése TBE (s, borate, EDTA)

II présente 'avantage de posséder un pouvoir tampon trés élevé, ce qui garantit le main-
tien du pH durant toute |"électrophorése.,

TBE :

— tris : 90 mmaol/) ;

= acide borigque ; 90 mmal /1 ;
— EDTA : 2 mmol /1 ;

- pH: 8,3,



Préparation du gel d'agarose (1 gel pour 3 bindmes)

« Dans un erlen de 250 cm?

- introduire : 1,2 g d'agarose (0,8 % final) ; 150 em?® de TBE x 1 ; 1 barreau aimanté ;

— porter & ébullition sous agitation ;

— laisser refroidir dans un bain-marie 8 45 °C et ajouter 15 yl de BET (Bromure d'éthid-
ium, 5 mg/em?) pour obtenir une concentration finale en BET de 0,5 pg/em?.

Attention, le BET est un agent mutagéne, il convient donc d'éviter tout contact direct avec
la peau |

= Couler le gel et laisser refroidir pendant 30 min.
= Enlever délicatement les deux peignes et les rubans adhésifs.

= Remplir les cuves de 'appareil avec environ 1.5 litre de TBE contenant du BET (concen-
tration finale 0.5 pg/em?). Recouvrir le gel de 1 & 2 mm de tampon. L'agarose, n'ayant
pas une plus grande résistance que le tampon, conduira la majorité du courant élec-
trique.

Fréparation des echantillons

A 1a fin de 'incubation, ajouter & chagque échantillon 5 pl d'une solution d'urée
4 mul,.-‘dma, EDTA 50 mmol /dm?, saccharose 40 %, bleu de bromophénol 0,1 %.

Dépodt des échantillons

Le dépdt des echantillons dans les logettes du gel se fait & l'aide d'une pipette automa-
tique.,

Introduire I'extrémité du cone dans la logette et délivrer doucement I'"échantillon. Le sac-
charose gjouté en fin d'incubation lul confére une densité plus grande gue celle du tam-
paon d'électrophorése. Le bleu de bromophénol permet de visualiser le dépdt puis la
migration électrophorétique,

Migration électrophorétique

Déterminer la polarité du champ électrique et relier I'appareil a électrophorése aux bornes
du générateur, Afficher 1 heure et 300 volts.

3.3.3. Observation des résultats

La présence de BET dans le gel et dans le tampon permet de suivre la séparation des
fragments d'ADN. Le BET colore I'ADN par intercalation. Sous irradiation ultraviolette,
I"ADM coloré fluoresce dans le visible. Pour observer las résultats, placer I'appareil & élec-
trophorése dans la boite & irradiation, brancher [a lampe UV. Les ultraviclets de courtes
longueurs d'onde sont dangereux pour les yeux, ne pas observer sans protection (utiliser
une visiére de protection).

Fhotographier le gel si possible.



4. ANALYSE DES HESULTATSI

4.1. Séparation d'acides aminés

1} Analyser les résultats obtenus avec le mélange témaoin et identifier les bandes d'aprés
la position, la couleur et le pHi des acides aminés.

2) Cette expérience permet-elle d'identifier les acides aminés du jus de fruit étudiés 7
Faire une analyse critique el comparer les résultats avec ceux obtenus par chromatogra-
phie sur couche mince,

4.2. Analyse d'une fraction protéique

Suivamt le th&éme de la manipulation :

- repérer et identifier les différentes fractions | analyser |es pourcentages obtenus, S'il
g'agit d'un sérum humain, conclure s'il peut &tre considaré comme pathologique ;

— conclure sur la pureté de |la fraction étudiée (voir chapitre 30).

4.3. Electrophorése d'ADN ou de fragments d'ADN
sur gel d'agarose

1) Observer et schématiser |a plaque de gel révélée ou la photographie.
2] Analyser les résultats obtenus avec les témoins.

3} Interpréter les resultats obtenus avec I'ADN d'Eucaryote digere par EcoR,. A partir du
profil de restriction obtenu avec le phage (fig. 17.2.), trouver la droite d'étalonnage du
gel. En déduire une estimation de la taille des fragments.

Donnges : nombre de paires de base (ph) des fragments de digestion du phage par
EcoR,.
1

22 4 87 b 643 T4
Paire de bases | 26 | ava I | 21 5 804 3530

Fig. 17.2. Carte de restriction de I'ADN de Lamibda (1) EcoR,



5. EXERCICES

Exercicen® 1:
Discuter les profils électrophorétigues obtenus a partir de sérum de malade (fg. 17.3.).
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Albuming Alpha) Alphay Béta Gamma Albumene Alphay Alphas Béta Gamma

Fig. 17.3.

Exercice n® 2 :

Proposer une méthode de révélation spécifique des isoenzymes de la LDH aprés sépa-
ration électrophorétigue.

Exercicen® 3 :

L'électrophorése de protéines peut se faire sur gel de polyacrylamide en présence de
dodécylsulfate de sodium (SD5) @ préciser le principe de cette séparation et en discuter
les avantages et les inconvénients.

Exercice n* 4 :

Quels sont les principaux facteurs intervenant en électrophorase sur gel d'agarose 7

Exercilce n® 5 :

L'electrophorése capiliaire ;
— définition ;
— facteur influengant la mobilité d'un soluté.,
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Exercice n® 1 :
— Profil caractéristigue d'une hypogamma globulinémie.
- Profil caractéristique d'une gammapathie monoclonale,

Exercice n® 2 :
— Incubation en présence de lactate, NAD * et de métasulfite de phénazine (FMS).

- Réoxydation du PMSH2, par un sel de tétrazolium gui est réduit en un dérivé insoluble

et violet.

Sal de 1etrazobum
Exercice n® 3 :

Lactale l/'u PMEH

2T N

Pyt I\- MALH, H - derive raduit vialet
Avantages :
— bon pouvoir de résolution ;
~ sensibilité ;

- rapidité de mise en euvre ;
— choix des conditions experimentales (mailles du gel) ;

— application possible a la détermination de masse molaire et a I'étude des sous-unités ;

- ¢couplage possible avec un transfert { Westernblot).
Inconvénients :

- analyse de protéines sous forme dénaturée ;

~ dissociation des chaines ;

= utilisation possible uniquement en technigue analytigue.

Exercice n™ 4 @

La migration d'un acide nucléigue sur gel d'agarose dépend :
- de la maille du gel par rapport a |a taille de la molécule ;
- de la conformation de la molécule ;

de la tension du courant ;

= de la température.

La migration d'une protéine dépend :

- de |lacharge ;

= de |la tension du courant ;

— des forces d'électroendosmose.

Exercice n® 5:

Facteurs importants en électrophorése capillaire ;

— charge ;

= volume hydrodynamigque ;

— electroendosmose, le flux électroosmotigue dépend du pH et du potentiel.
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Le but de cette manipulation est de décrire une technique colorimétrique de
mesure de I'apparition du produit formé& en fonction du temps, afin de visualiser
la cinétigue de la réaction.

¥ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

enzyme ;

vitesse de réaction ;

ordre de reaction ;

hydrolyse ;

liaison aet # osidiques ;

diholoside ;

cinétique ;

substrat, tampon, produit de réaction.

& & & @

La #-fructosidase est une hydrolase, extraite de la levure Saccharomyces, capable de
scinder les liaisons B fructofurannosiques (EC 3.2.1.26).

Elle catalyse la transformation du saccharose, diholoside non réducteur dextrogyre en un
mélange équimoleculaire de glucose et de fructose, lévogyre, également nomme sucre
inverti. Cette propriété justifie le nom diinvertase qgue I'on donne parfois a la &-fructosi-
dase.

La réaction catalysée esl :

CH2 ﬂ:';; CH ., OH o
T T OO0H HOH,C

OH +H, O0—* : +

HO HO CH,OH
OH o OH HO
HOH.C ©
: HO
CH: OH
HO glucose fructose

saccharose (subsirat) produits = sucra invart



1. PRINCIPE

S

1.1. La vitesse initiale de la réaction

La formation du produit en fonction du temps donne pour toute réaction chimigue
déclenchée par I'apport des différents réactifs, une courbe comme celle de |la figure 18.1.

(P14

[P] .

T2y ——

. e = =
e —— ——

i Temps

Fig. 18.14. Courbe [P] =141}

La vitesse de la réaction au temps t correspond a la pente de la courbe en ce point.

La vitesse peut étre constante en début de réaction : mais ensuite, au fur et & mesure
que la réaction avance, |la vitesse décroit en méme temps que la concentration des réact-
ifs, pour finalement devenir nulle, C'est |a fin de |a réaction : tous les réactifs ont &té
transformés en produits (réaction totale) ou, ce qui est le cas le plus fréquent, |a réaction
a atteint un équilibre (&galité des vitesses dans les deux sens).

La vitesse initiale (Vi) est la vitesse de la réaction au temps t = 0. Elle peut étre déter-
minée graphiquement en tragant une tangente a la courbe :

[P, ] -[P;] A[P]
V. = -

-4 At

(Le terme de « concentration = est couramment utilisé a la place de celul @'« activité «
pour des concentrations faibles en réactifs).



Dans les conditions de Vi (vitesse initiale au temps t = O}, il n'y a pas (ou trés peu) de
produits formés et donc la réaction en sens inverse n'intervient pas,

La vitesse initiale dépend des concentrations initiales en réactifs (fig. 15.2.).

Sotuneréaction A+ B = C+D

avec at=0[Ag] +[Bg]

Si[By] == [Ay] de sorte que [B,] reste constant :

— la vitesse initiale sera d'ordre 0 si Vi =k - [A4]7 - [B,]? = k (k = constante de vitesse) ;
~ la vitesse initiale serad'ordre 1 si Vi=k-[A ]' - [B )" =k - [A,]:

— la vitesse initiale sera d'ordre 2 si Vi=k - [A4]7 - [B,]Y =k [A, )%

Wi Qedre 0 W Crdre 1 W Oredre 2

i

[alo (Alg [alo

Fig. 18.2. OQrdres de réaction pour Vien fonction de s concentration initiale en réactifs

La vitesse de I'hydrolyse acide du saccharose est proportionnelle a la concentration en
saccharose, pour une concentration élevee et constante en acide : la réaction chimique
est d'ordre 1 par rapport au saccharose.

En présence de B-fructosidase {ou invertase), les résultats expérimentaux montrent que
la réaction d'hydrolyse enzymatique du saccharose est :

- d'ordre 1 pour les faibles concentrations en saccharose (Vi = k [saccharose] initiata) ¥

— d'ordre O pour des concentrations plus fortes en substrat,

La courbe Vi = f {[saccharose) ir'uil:uﬁl-&] pour ung concentration constante en B-fructosidase
est une branche d'hyperbole éguilatére (fig. 18.3.).



Reaction d'ordre O

—— Régaction d'ardre 1

—
[Saccharose] initiale

Fg. 18.3. Courbe Vi =f(s),

1.2. Méthode de mesure de la vitesse de réaction

L'hydrolyse enzymatique du saccharose est réalisée en milieu tampon acéto-acétique
pH 4,7,
La courba [P] = f(1)} est une droite dans les conditions de vitesse initiale (Vi).

La méthode ::IE mesure utilisée est une méthode « 2 points -,

La vitesse de la réaction est déterminée par la mesure des produits formés en fonction
du temps, aprés une réaction complémentaire de coloration.

Il s'agit de mesurer la gquantité de produit apparu au bout dun temps donné dans un
miliew réactionnel contenant le tampon (T), le substrat (5) et I"enzyme (E).

La mesure du temps démarre & l'instant précis ol le milieu réactionnel est complet :
{T+5S+E).

Le milieu réactionnel est caractérisé par :

- le volume total (¥ cm?) ;

— la concentration en saccharose : [S] (en mol.dm ~ %) ;

— la quantité d'enzyme (E) présente dans ce miliew réactionnel exprimée : soit en unités
de volume, soit en masse d'enzyme, en mol d'enzyme ou en Ul ou katal d'enzyme.
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* Tube réro (fig. 18.5.)

Pour la réaction du tube O, on préincubera uniquemeant le tampon et le substrat.

Cn ajoute le 3,5 DNS au temps 26ro.
L'enzyme est ajoutée ensuite dans le milieu dénaturant.

f— A5 DMNS puis E

U‘-—____-_ui_ —————— — --ul-———n—-—l-||."'—""I
préincubation attente 3 température révélation  blanc de
T+5 ambiante gamime

Fig. 18.5. Schematisation de la séquence oparatoire pour le tube témain = zéro -

L'enzyme est dénaturée dés son introduction dans le tube « 2éro « par {"acide 3,5 - dini-
trosalicylique.

On déterminera la guantité de sucre invertl appary par comparaison & une droite d'étalon-
nage réalisée dans les mémaes conditions,

1= WIS PE L F P TR T

2. REACTIFS

* Solution d'enzyme (enzyme Merck & 200 U/mg) & 0,2 mg.cm ~ 3 dans un tampon phos-
phate 0,025 mal.dm 3 pH = 7.

* Solution étalon & 0,01 mol.dm 3 de sucre inverti :
Solution mélange

~ glucose & 0,005 mol.dm 3 (0,9 g.dm ¥ ;

~ fructose & 0,005 mol.dm = (0,9 g.dm ~ 7).

A préparer au demier moment et a conserver au froid (+ 4 °C).

& Solution mére étalon de saccharose 3 0,6 mol.dm 4 ;
Saccharose : 205,2 g.dm ~ 2.

A dissoudre dans de I'eau distillée bouillie froide.,

A conserver a + 4 °C,



= Reéactif de coloration au DNS :

- acide 2 hydroxy 3,5 - dinitrobenzoique : 9,84 g ;

— hydroxyde de sodium en lessive : 40 em? ;

— tartrate double de sodium et de potassium @ 300 g ;
- H,0gsp:1000cm?.

e Tampon acéto-acétique, 0.1 mol.dm—3, pH 4,7 :
— acétate de sodium : 8,2 g.dm 3 (= 0,1 mol.dm - ¥ ;
— acide acétique pur pour analyses : 5,8 cm? par dm 2,

s Tampon phosphate 0,025 mol.dm =3, pH 7.
~ acide citrigue ; 0,1 mol.dm ~ 2.
— Na,HPO, : 0,2 mol.dm ~ %,

» Solution étalon de pH : solution saturée d'hydrogénotartrate de potassium : pH 3,57 a
20°C

introduire environ 9 g d'hydrogénotartrate de potassium pur, cristallisé, séché auparavant
2 heures & 110 °C, dans environ 250 cm? d'eau tiédie a 40 °C et contenus dans un fis-
con a bouchon rodé &tiqueté. Filtrer si nécessaire, pour éliminer le sel en suspension.
Fuis laisser refroidir |a solution 8 20 "C en la laissant reposer 2 heures,

(L'addition d'un cristal de thymaol (= 0,1 g) augmente |a durée de conservation de la solu-
tion tampon).

3. FICHE TECHNIQUE

3.1. Etalonnage de I'appareil

Réaliser 1a gamme d'étalonnage en s conformant au tableau 18.1.

Tableau 18.1.

N7 luwbes i 1 £ 3 4 =
Solution mélanga de glucose a 0,005 mal dm ~ - a 0,25 0,50 0,75 1,00 125
et de fructose a 0,005 mod.dm ™~ # (cm)

Eau bidistillaa {t,mf';u 2 1.75 1.50 1,25 1,00 .75
Tampon acétata & pH 4,7 (cm®) 1 1 1 1 1
Solution de saccharose a 0,6 mol.dm =3 {cm?) 1 1 1 1 1 1
Hiactil & lacice 3, 5—dnilrasalyciligue (e 2 2 Z 2 2 2

Absorbances mesurges a A = 530 ou 495 nm
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3.2.3. Lectures

Lire les absorbances des tubes de mesure a 530 nm (ou 495 nm) contre le témoin 2éro,
en utilisant le méme appareil gue pour la lecture de la gamme d'étalonnage.

3.2.4. Questions

1) Tracer la courbe d'étalonnage représentant la variation de I"absorbance en fonction du
nombre de micromoles d'hexoses par tube.

2) Donner sous forme de tableau la réalisation des tubes de mesure et du tube témoin
ZETD.
3) Tracer la courbe A = f (temps d'incubation).

4) Déterminer sur la gamme d'étalonnage le nombre de pmoles d'hexoses libérés par
minute,

5) Sachant que I'unité B fructosidasigue est la quantité de & fructosidase nécessaire
pour hydrolyser 1 pmole de saccharose en 1 minute a 25 *C et a pH 4.7, calculer I'acti-
yité spécifigue de I"enzyme en unités par milligramme.

4. MODE OPERATOIRE

4.1. Gamme d'étalonnage (tabl, 18.11.)

Tableau 18.II.

Hexoses gs en umal 0 25 5 7.5 10 12,5




4.2. Tableau de réalisation des essais ;tabl. 1801

Tableau 18,11,

N* lubes o i 2 3 4 E] ] 7 g q
Tampon acéto-acétate (cm?) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Saccharose a 0.6 moldm -3 1 1 1 t 1 1 1 1 1 1
Réactf au 3-5 DNS {om?) 2 - - - - - - - - -

A fructossdase (cm?) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
addition au temps § = - 0 2min 3min S5min Tmin &man T0min 11 min - 13 min
Réactif au 3,5 — DNS (cm?®) - 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Addition au lamps 1l = Tmin 4min Bman Fmin 12min 4 min 17 min 19min - 22 min
Temps dmcubation (min) 1 2 3 4 5 3] 7 2] ]
Aoa L =530 00495 nm a

4.3. Activité de la solution enzymatique

Al J At = pente de |a droite A = T{t) dans les conditions de Vi {partie lingaire en début du
traceé graphigue).

Par référence a la courbe d'étalonnage @ AA /AL = X pmol d'hexoses libérés [/ At

Activité de la solution enzymatigue en unités par mg (At en minute) :

=1/2 Myoygeas =i]{ili=i1i=2'5x_

At 2 02 At 04 At

nE-EI-I.'.{!hErD'EE‘



5. EXERCICE

Etude de I'activité d'une préparation d'amylase (d'aprés sujet de CAPET).

5.1. Mode opératoire

L'amylase est une enzyme extraite du germe de blé par "alcool absolu et remise en solu-
tion en milieuw tamponné, Elle catalyse 'hydrolyse des liaisons 1-4 de I'amidon avec pro-
duction de sucres réducteurs.

La réaction peut étre suivie par action des sucres réducteurs apparus sur ["acide 3,5-dini-
trosalicylique réduit en acide 3-aminonitrosalyciligue dont 'absorbance est mesurée a
520 nm.

Etalonnage de I'appareil par une soution de maltose

Préparer, a partir d'une solution mére de maltose a4 100 g.dm ~ 9, une gamme contenant
de 0 a 5 mg de maltose par tube. Aprés addition du réactif au DNS dans tous les tubes,
les porter 5 minutes au bain bouillant ; refroidir dans la glace. Ajouter 15 em? d'eau distil-
lée, Lire I'absorbance a 520 nm.

Témoin réactif :

- 3 cm? d'eau distillée ;

- 1 cm? de tampon acétate (pH = 4.,8) ;
~ 2 em? de réactif DNS.

Résultats expérimentaux (tabl. 18./V. et 18.V.)

Tableau 1B8.1V. : résultats (1)

Temps dincubalion [min. ) g 4 (] ] TQ 14 20 e a0 40

—— e —aera

& 4 520 nm 0286 0570 0849 1050 1,150 1241 1,280 1,300 1,320 1324

Tableau 18.V. : résultats (2)

Maltosa fgm) mg 1 2 3 4 5

A a 520 nm 0,312 0,630 0,948 1,262 1.570




5.2. Questions

1) Donner un tableau de composition des tubes de mesure &t du tube témaoin ainsi gu'un
protocole opératoire pour la mesure de 'activité de Mamylase (fabl. 18.VL).

Hydrolyse de 'amidon : 2,5 cm® d'amidon
1 cm? de tampon phosphate pH7
0,5 cm? d'amylase

2} Donner le tableau de composition des tubes pour ["étalonnage par une solution de
maltose ftabl. 18.VIL).

3} Sachant que I'unité d'activité amylasigue tum ) est la quantité d'enzyme capable de
libérer 1 mg de maltose par heure d'incubation, calculer I'activité enzymatique de la pré-
paration en Uamy Jem” d'extrait puis en unités du systéme international.

CORRECTION DE L'EXERCICE

1) Tableau 18.VI.

N° fubes o 1 2 | 4 5 & il & ) 10

Amidon [om) 25 25 26 25 a5 25 25 25 25 2.5 2.5

Sodution tampan
phosphate (cm?) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Bain thermastaté 30 "C pandant 5 min,

H.O (em?) os - - - - - - - - - -
Solution d'amylase (cm® 0 05 05 05 05 05 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
dddition &t = [m : mn.) Om 30s Tm im3ds 3m  3Im3ds 4m  4mdls Sm 5mdls
3,5-OMS (cm) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
addition &t=(m :min} - 2m 4mads Tm 9m30s 13m 18m30s 24m 29m3ds  35m  45m3ds
H.0 em?) 15 13 15 15 13 i5 15 15 15 15 15
Temps dincubation (min.} — 2 4 G i 0 15 20 25 30 L




2) Tableau 18.VIl. : Gamme d'&talonnage

N* fubes [ 1 2 3 4 5
Maltose qm en mg a i 2 3 4 5
Maltcse (cm?) 0 0,5 1 1.5 2 25
HO (em?) 3 2.5 e 15 1 0,5
Tampon acélatd (em?y 1 1 1 1 1 1
Réactif 3.5-DNS (em®) 2 2 2 2 2 2
H,O (em?) 15 15 15 15 15 15

Solution etalon de maltose necessaire pour préparer les tubes de gamme © 2 mg.cm - 3,
soit 2 g.dm —3 ; le coefficient de dilution de 1a solution mere est = 2,/100 ou 1/ 50.

3)
'I:EIIJlb\E' 'a'E-F'I.'! [ili}] = I:{.':||'|-:_:|.|I'_|:_:I_i|:|n}'
La Vi = pente de la tangente a la courbe, & l'origine = AA/AL = 0,142 AA min— 1.

Par référence a la courbe d'étalonnage : AA /AL = 0,142 AA min 1 correspond a 0,46 mg
de maltose libérés en une minute ;

— activité de M'amylase ; 0,46 x 2 x 60 = 55,2 unités d'activitd ;

3
0,46 x 10
- activitéen Ulfem3=s ——— ¥ 10° % 2 = 2,60 ;

342

3
. 0,46 x 10 1 3 -5
- activité en katal/dm?= —————x — x 23 10 =4,5x 10 .

342 &0
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Le but de la manipulation est de doser les ions sodium et potassium :
* goit dans un produit alimentaire : eau destinée a la consommation, lait ;
* goit dans un produit biologique : sérum, urine.

1. PRINCIPE

Lorsque des éléments a bas potentiel d'excitation (cations alcalins Li *, Na ™, K * et
slcalinoterreux Ca® *, Mg 2+ ) sont excités par la température élevée d'une flamme, ils
émettent un spactre de radiations caracténistique.

Le rayonnement lumineux est traité par un systéme dispersif de sélection des radiations
{filtre optique ou monochromateur) puis analysé sur un récepteur (photomultiplicateur,
cellule photoélectrigue) permettant ensuite une mesure (fig. 19.1.).

Pour une longueur d'onde donnée, l'intensité de I'émission est une fonction de la concen-
tration du cation dosé (fig. 19.2.).

Pour des raisons de sensibilité, la spectrophotométrie d'émisslon convient essentiel-
lement au dosage des alcalins Li ", Na " et K ™.

Source Dﬂ" hﬁ?nm“ Amplificateur et
i r i ' -
dEncitation ] D Moot hrammtatr appargil de lpcturs
FIAFITE — = _,.O_F L) ¢ &
ﬂ Receptour

pholoélectrigue

. Gaz combustible

MNebulisaur (Butanel
Colufian 3 dosar

L

Fig. 19.1. Schéma de principe d'un spectrophotométre d'émission de flamme
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1.2. Précautions opératoires

1) Réaliser les dilutions, le ringage et le réglage du O de "appareil avec la méme eau
bidistillée ou déminéralisge.

21 Les réactifs sont & préparer et & conserver dans des flacons trés propres, 4 bouchage
gtanche (flacons de polyéthyleng a bouchons vissés) afin d'eéviter les échanges ioniguas
avec |es parois des flacons ou avec les bouchons.

3} L'intensité des rayonnements émis par I'ion a doser peut étre augmentée ou diminuée
par la présence d'autres molécules : anions, cations, substances minérales ou orga-
nigues présents dans la solution pulvérisée,

Par exemple : le dosage des ions Na®™ dans un extrait cellulaire est influencé par les ions
K*, présents en grande quantité. De méme, il y a une interaction des ions Na* lors du
dosage des ions K' du plasma.

En général, les interactions des molécules ou des ions qui génent le dosage d'un cation,

sont fonction de leur concentration absolue et de leur concentration relative par rapport
au cation dosé.

FPour compenser ces interactions, on utilise :

— s0it des solutions étalons mixtes ou la concentration absolue de la molécule ou de
['lon perturbateur est voising de celle gu'il a dans la solution a doser ;

— 50it des solutions étalons mixtes ayant un rapport de la concentration de la molécule
ou de "ion perturbateur a la concentration du cation a doser, constant,

T ST
100
B0
ok
A0
20
(4]
[wr]
B L i | o
o o [=E ] o =} ] 1
mmal dec Y

Flg. 19.3. Courbe d'éalonnage



Dosage du sodium et du potassium
d'une eau de consommation

1. REACTIFS

» Sojution étalon de sodium & 0.5 g.dm ~7 :

- chlorure de sodium pur et anhydre (58,45 g.mol ~ 1) desséché au préalable pendant
2 heures a 140 °C, puis chauffé a 500 °C : 1.272 ¢ ;

- eau bidistillée g s p 1 000 cm™.

Solution étalon de potassium & 0.5 g.dm —3 :

— chlorure de potassium pur et anhydre (74,6 g.mol -~ 1) desséché au préalable pendant
2 heures a 100-130°C : 0,955¢ ;

eau bidistillée g s p ;1 000 em?.

Eau & analvser (eau minérale, eaw d'un puits, eau du robinet).

2. MODE OPERATOIRE

2.1. Dosage du sodium

Dans des fioles jaugées de 100 cm?, préparer des solutions étalons comprises entre 0 et
20 mg de sodium par dm>.

Homogénéiser les fioles jaugées, puis effectuer les lectures a la longueur d'onde de
582 nm {filtre Na*) aprés avoir réglé le spectrophotométre de flamme.

2.2. Dosage du potassium

Procéder comme pour le sadium, en utilisant la solution étalon de K* 405 g.dm - % et en
effectuant les lectures 4 la longueur d'onde de T&T nm (filtre K*).



2.3. Analyse de I'eau

Effectuer les dosages du sodium et du potassium de 'eau a analyser, éventuellement
diluée,

3. RESULTATS

1) Tracer les courbes d'étalonnage ou utiliser la régrassion lindaire,
2) Calculer les teneurs en sodium et potassium de 'eau analysée, exprimées en
mg.dm ~ 3,

Données : limites de qualité des eaux destinées a la consommation humaine. Les
valeurs des concentrations doivent étre inférieures ou égales a (décret n® 89-3 du 3 jan-
vier 1989)

- sodium : 150 mg.dm 3 ;

— potassium : 12 mg.dm -3,

4. TECHNIQUE

4.1. Composition des fioles jaugées (tavl. 19.1.)

Tableau 19.1.

N des ficlos T T 2 e 4 Dosage

Sodium ou potassium {mg.dm ~ %) 0 5 10 15 20 K pia
L

Coefficient di delution - 5 10 E] 20 -

a0 SO0 500 500

Echantillon & analyser (cm=) - - - - - 1040

Solution dtalon de sodium

ou de potassium a 0.5 g.dm 2 ] 1 2 a 4 -

Eau hidistillés (cm?) 100 54 a8 a7 96 -




4.2. Calculs

Pour une eau non diluée .
- teneur en sodium =x .. Mg, dm ™ ol
- teneur en potassium =x . mg.dm ™ 3,

X g - BLX ., €tant les concentrations massiques en Na ™ et K 7 obtenues expérimentale-

ment [courbe d'étalonnage).

Dosage du sodium
et du potassium d'un lait

e M AFTR T LTI R LR e T SErTe—m—

Le dosage est réalisé sur le surmageant d'un lait coagulé par "aclde acétigue car les
caséines interférent sur le dosage.

1. REACTIFS

* NaCl pur pour analyses et anhydre (masse molaire @ 58,45 g.mol — 1 ) desséché au
préalable pendant 2 heures a 140 *C, puis chauffé a 500 *C.

s KCI pur pour analyses et anhydre (masse molaire : 74,6 g.mol ~ 1 } desséché au préa-
lable pendant 2 heures a 110-130 *C.

* Lait 4 analyser.



2. MODE OPERATOIRE

2.1. Préparation d'une solution étalon mixte

Préparer 100 cm® d'une solution étalon mixte renfermant 0,500 g.dm - # de sodium et
1,500 g.dm ~ # de potassium.

2.2. Etalonnage de I'appareil

e Gamme étalon en sodium

Préparer une gamme de six solutions étalons, en fioles jaugées de 100 cm?, dont les
concentrations en sodium seront comprises entre 0,005 g.dm ~ * et 0,030 g.dm 7,

Fasser ces solutions au photométre de flamme,
* Gamme en potassium

Préparer une gamme de cing solutions étalons, en fioles jaugées de 100 em? dont les
concentrations en potassium seront comprises entre 0,0015 g.dm — 2 et 0,075 g.dm — 3.

Passer ces solutions au photométre de flamme,

2.3. Dosage du lait

« Défécation : 3 50 cm? de lait, ajouter de I'acide acétique cristallisable jusqu'a I'obten-
tion du pH = 4.6 (vérfication au pHmétre). Transvaser gquantitativement dans une fiole
jaugée et ajuster & 100 cm®, Agiter puis filtrer {sur filtres sans cendres).

* Dosage du sodivm : faire le dosage sur le filtrat de défécation dilué au 1,710,

= Dosage du potassium : faire le dosage sur le filtrat de défécation dilué au 1,200,

3. RESULTATS

1} Tracer les courbes d'étalonnage ou utiliser la régression lingaire,

2} Calculer les concentrations massigues du sodium et du potassium du lait analysé,
exprimées en g.dm 3,
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4.3. Calculs

* Concentration massigue en sodium = 20.x ,_ , g.dm 3,
» Concentration massigue en potassium = 400 , , g.dm "%,

Xy . BL X, Btant les concentrations massiques dans le filtrat de défécation dilué, obte-
nues expérimentalement [courbe d'étalonnage fig. 19.3.).

Dosage du sodium
et du potassium sériques

————— e e —— e —— e L afe = e =

Le dosage est effectué, sans défécation préalable, sur le sérum (le sang du patient est
recueilli dans des tubes avec granules séparateurs) ou sur le plasma (le sang du patient
est recueilll sur anticoagulant : héparinate de lithium).

La moindre hémolyse perturbe le dosage du sodium (résultat par défaut) et interdit celui
de potassiom (résultat par excés).

Consignes de sécurité 4 respecter pour la manipuiation de sérum humain (cf. chapitre 11

§ 3).

1. REACTIFS

« NaCl pur et anhydre R P pour pesée (masse molaire : 58,45 g.mol ~ 1 ) desséché au
préalable pendant 2 heures & 140 *C, puis chauffé a 500 °C.

» KCI pur et anhydre (masse molaire : 74,6 g.mol ~ ) desséché au préalable pendant
2 heures a 110-130 °C.

* Sgrum a analyser (sérum animal : sérum de beeuf).



2. MODE OPERATOIRE

2.1. Préparation des solutions étalons

Préparer par pesée de chlorure de sodium pur et anhydre, une solution étalon mére de
Ma* & 2,338 g de NaCl par dm?.

Fréeparer par pesées de chlorure de sodium et de chlorure de potassium purs et anhy-
dres, une solution étalon mére de K * & 0,746 g de KCl et 20,45 g de NaCl par dm?.

2.2. Etalonnage de |'appareil

Préparer une gamme de solutions étalons, en fioles jaugées de 100 em?®, dont les con-
centrations molaires sont comprises entre ;

~ 0,2 et 1 mmol par dm? pour le dosage des ions sodium |

- 0,1 et 0,5 mmol par dm? pour le dosage des ions potassium.

2.3. Dilutions du plasma

Ciluer le plasma de facon convenable avant de le passer dans le photométre de flamme
pour le dosage des ions Na* et K.

3. RESULTATS

1} Tracer les courbes d'étalonnage ou utiliser la régression linéaire.

Z) Calculer les concentrations molaires du Na * et du K * plasmatigues exprimées en
mmal.dm -4,

Données :

— Pl, Se — Sodiumsubstc) = 140 + & mmol.dm 3 ;

- PI, Se - Potassiumdsubstc) = 4,2 + 0,6 mmol.dm -3 ;

- Na=23gmol~1;Cl=3545g.mol~1; K=391gmol "2,
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i Pente de |'éléctrodé

Domaime de
linaarilé

¥

Fig. 19.4. Courde £ =11g a)

La lingarité fait défaut aux faibles valeurs et aux fortes valeurs d'activité (fig. 19.4.).

L'électrode a membrane mesure des activités (a) et non des concentrations. La concen-
tration (C} est lige a I'activité {a) par un coefficient d'activité (y) gqui dépend de la force
ionigue et de la température.

Soit:a=v-C

Le principe de la mesure consiste a comparer les differences de potentiel obtenues d'une
part avec un étalon de concentration connue, d'autre pant avec I'échantillon & doser,

Les deux solutions doivent avoir des coefficients d'activiteé voisins.

Soit :

B =Ep +Epp + Ky 1B 3y (1}
EII‘I{:. = ED * Ep:.' v H‘E 12 e, (2)
dol: E=E, -E_=kig e (3)

n.

Cette expression n'est valable que si ;

E.,=E

pl p2
K, =K,
D'ou la nécessité de controler les potentiels parasites : EIqu et de mamtenir constante |a

température T, principal facteur de variation de K. Les différences de viscosité ou de
force lonique, la présence de proteines, de globules rouge retentissent sur E .

De I'équation (3}, on tire © &, =a, . K
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tométrie de flamme et la potentiométrie indirecte conduisent a des résultats faussement
abaissés. Les résultats obtenus par potentiométrie directe ne sont pas influencés par (a
teneur en eau plasmatique.

La formule de Waugh permet une détermination empirique de la teneur en eau plasma-
tique en fonction des concentrations en protéines et en lipides du plasma, et une correc-
tion des résultats obtenus par photométrie de flamme ou potentiométrie indirecte.

. N Hyperlipidémie avee
Canditions physiologiques normales mitabolisme du K+ nsrmal

1% e Phaza ljpoprotéique ——  15%
l———— Eai plagmatique ———H

JEN /N

Polentiométrie Potentiomitrie Specirsphomitrie  Potentioméirie Fotentiométrie Spectrophomitrie

directs indirecie de flamme direcie indirects de flamme

F - . — R —

a3 [

— . S — : L] R —— R p——

I+IL“I35*_11-} 4 H]Lﬂ_ﬁﬁ—i‘_}

+) d'deant [=l +} d'scait
7% 5%
d'écart décart

Fig. 19.5. Schéma illustrant le dosage du potassium plasmatioue par kes trols méthodes



Hidden page



6. EXERCICES

Exercice n® 1 : dosage du sodium plasmatigue par photométrie de flamme (sujet Bac)

On dispose d'une solution £talen 3 12 mmol de Na *.dm ~ 3. On prépare une série de
solutions filles 4 0,24 : 0,48 : 0,72 : 0,96 mmol Na *.dm ~3,

1) Calouler la masse de Na,HPO,, 12H,0 & peser pour préparer la solution étalon &
12 mmel.dm %,

Z) Préciser la préparation des solutions filles : calcul et technigue.
3y Calculer la dilution a faire pour doser le plasma.

Données :
— PI-Sodium (substc) 137-145 mmol.dm ~ 3,
- Na=23gmol"* ;H=1gdm 3 ;P=31gdm 7 :0=16 g.mol ~ 1.

Exercice n® 2 : contrdle de la tensur en sodium d'un aliment par spectrophotométrie
d'émission de flamme

m = 3,2 g d'échantillon & analyser sont minéralisés par voie séche, dans un four & mou-
fle a 550 °C. Les cendres blanches obtenues par calcination sont mises en solution
agueuse dans une fiole jaugée de 250 cm”.

Four étalonner I'appareil, on prépare 5 solutions contenant respectivement 0 ; 4 ; 8 ;12 ;
16 ; 20 mg de Na* par dm — 2, Les mesures réalisées sur un photométre de flamme 3
585 nm sont celles indiguées dans le tableau 18V,

Tableau 19.VI.

N solulions a i 2 a ) 5 Eszazai

Concentration en Na *
(mg.dm—*) - 4 8 12 16 20 x

Déviation - 35 7a 106 145 180 150

Déterminer la teneur en sodium de I"aliment, en g pour 100 g, par méthode graphigue ou
par régression lingaire.



Exercice n® 3 : dosage du sodium et du potassium plasmatigues par photométrie de
flamme (extrait sujet Bac)

1} A partir de chlorure de sodium et de chlorure de potassium, purs et desséchés, on
prépare une solution M, de sodium contenant 50 mmol de sodium par dm®, et une solu-
tion M., de potassium contenant 25 mmol de potassium par dm?.

Calculer la masse de spolide 3 peser pour préparer un dm? de chacune des solutions.
Données :Na=23g.mol -1, K=391 g mol~*:Cl=355gmol 1.

21 Etalonnage du photométre de flamme : les solutions étalons sont préparées de la
maniére suivante {tabl, 19.VIl} ;

Tableau 19.VII.

Solutions F, Fy Fy Fy Fy Fa Fs F
Solution M, {em?) 4 3 2 1 - - -
Solution M., {cm) - - 4 2 1 0,2
Volume final (cm®) 200 200 200 200 SO0 SO0 S00 &S00
Deviations 100 75 50 25 20 46 22 5

Calculer, pour chague solution, la concentration molaire exprimée en mmol.dm - 3

3) Avant d'ajuster le niveau dans les fioles B, F',. 'y, F°,, on ajoute un volume de solu-
tion M1 suffisant pour que la quantité de sodium présente corresponde a celle d'un
plasma dilué au 1,/50,

— Justifier cette opération.
= Calculer le volume de solution M, a ajouter.

4) Dosage du sodium &t du potassium plasmatigues.

- Une dilution au 1;/250 du plasma dans |'eau distillée, donne une déviation de 57 pour
le dosage du sodium.

— Une dilution ayg 1750 du plasma dans 'eau distillée, donne une déviation de 45 pour le
dosage du potassium.

Calculer les concentrations plasmatigues en sodium et polassium exprimeées en
mmol.dm ~ 3, Commenter les résultats obtenus.
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1.1. Schéma d'un spectrophotométre d'absorption
atomique (fiz. 20.1.)

Appareil de mesure

WSS
P ,
Photodeétecteur
Fente de sartia
Miroar rd !
2 |
Feseau
Maodulateur
Miroir {\1 I f [ n III ':I
X | l U
Fente dantrée Source
Monochromateur luminguse
Bruleur £
Combustible
lacétyléne)
o
Comburant "
air —
Solution
a doser
i g
'
MNébulisawr

Fig. 20.1. Schéma d'un specirophotométre d'absorption atomigue



1.1.1. La source lumineuse

La source lumineuse doit émettre une raie étroite, stable, caractéristigue du spectre de
I"élément a doser,

Les lampes 2 cathode creuse sont utilisables pour le doasage de nombreux éléments
minéraux : lors du passage d'un courant électrique entre "anode et la cathode il v a ioni-
sation du gaz rare (argon ou néon), vaporisation puis excitation de certains atomes qui
constituent le métal de la cathode creuse (fig. 20.2.).

Cathode Gaz sous faible

creTse pression (néon ou argon)
- N
L
[
+
Fenétre
en gquartz
[

Fig. 20.2. Lampe a cathode creuse

1.1.2. Le genérateur de vapeur atomigue

Deux systémes sont fréquemment utilisés :

- la flamme : moyen d'atomisation le plus souvent utilisé ;

- la cellule de vaporisation en graphite, chauffée électriguement : technigue datomisa-
tion trés sensible adaptée aux microdosages.

Rale de I"atomisation : I'échantillon & analyser est nébulisé dans la partie réductrice
d'une flamme large. Les molécules organiques sont détruites et les éléments minéraux
sont en partie réduits a 'état d'atomes.

Peu des éléments & doser sont réduits dans la flamme, puis excités en absorbant les
photons de la raie spécifique choisie, Aussi est-il important que la flamme soit stable, de
température constante, large pour favoriser |'absorption lors de la traversée de |la vapeur
atomigue par le flux lumineux.

La flamme est souvent produite par la combustion de Pacétyléne dans l'air. La tempéra-
ture de combustion (= 2 300 *C) doit étre suffisamment élevée pour permettre la réduc-
tion des oxydes mais suffisamment basse pour limiter la formation d'ions & spectres
d'absorption différents de ceux des atomes.
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Des interférances peuvent exister :
 Deux &léments peuvent absorber a la méme longueur d'onde {mémes raies d'absorption).

* Les produits formés lors de la combustion ou avant résisté a la combustion [oxydes)
peuvent étre a l'origine d'une absorption parasite ou encore diffuser la lumiére guelle que
g0it |a longueur d'onde de mesura,

* Les ions phosphates complexent de fagon stable le calcium et diminue son absorption
atomique. L'addition de chlorure de fanthane gui réagit avec les ions phosphates du
milieu réactionnel permet un meilleur dosage du calcium.

La spectrophotométrie d'absorption atomique est une méthode trés sensible :

~ les limites de détectabilité vont de quelques ng.cm ~ # pour les métaux alcalins et alca-
linoterreux (0.8 ng.cm ~ @ pour le sodiem) 3 quelques centaines de ng.cm ~ * pour les
métaux de transition (300 ng.cm = 2 pour le mercure).

= la répétabilité est de 0.5 % a 3 % selon les technigues de dosage utilisées,

1.2.2. Applications au laboratoire d'analyses médicales :
dosage des cations sérigues (fig. 20.3)

A ca’ Ay Mg’ A4 Fo'
104

08
Q6

04}

| o 0 | 1 | _—
5 o2 Q4 08 08
l‘l"l'a 1.||E.I'l['l"l-3

| | 1
1 2 3 4
B

B

=]

Fig. 20.3. Cowrbes detalonnage © dosage du calciem, dosage du magndsium, dosage du bor

* [a photométrie de flamme est généralement utilisée pour le dosage des métaux alca
lins (Na*, K* Li %) car cette méthode rapide et simple a, pour le dosage de ces ions, une
meilleure sensibilité que la spectrophotometrie d'absorption.

Les imites de détection sont
- en photométrie d'émission = Na* : 0,5 ng.cm 2 K*:005ngcm™?;
- en absorption atomique (flamme) = Na* : 0.8 ng.em-2  K*:3ng.em- 3,



= | ps métaux alcalino-terreux et les métaux de fransition somnt dosés par absorption
atomigue.

Les limites de détection sont :

— en photométrie d'émission = Ca? 0,2 ng.em 3 : Mg2* : TO ng.em ™3
Fe3':30ngem-2;

— en absorption atomique (flamme) = Ca? "y ng.cm -2 Mg2* s 3ngom
Fe? :dngcem-?;

Tableau 20.1.
Photormdine de Mamme Spacirophotoméfnie d'absorplion atamigue
ions  longueur donde dilution du sérurm ons  longueur d'onde dilution du sérum
ER EED nim 17200 en aau distillés Caédr 4227 nm 1/50 an salution de dilukon
Kt TEG.5 nim 120 en eau destilés Mi* 205 2 nm 1/50 en salutian da dilution
Li* &70.8 nm 1650 an aau destillde Fax 3 F48.3 nm 185 ou 110

Les &léments ayant une raie de résonance de longueur d'onde inférieure a 120 nm ne
peuvent étre dosés par spectrophotométrie d'émission ou d'absorption atomigue : il
s'agit des éléments non métaux dont le chiore, le phosphore, le soufre.

2. REACTIFS

Carbonate de calcium pur pour analyses (CaC0y | masse molaire = 100,09 g.maol 1y,

Acide chlorhydrigue concentré ou de concentration molaire volumigue égale &
mol.dm =,

o« Acide chlorhydrique & 2 %,

* Solution de dilution :

— chlorure de lanthane ;: 5,0 g ;
- chlorure de sodium @ 1,0 g ;

-~ chlorure de potassium : 0,2 g ;
- H0gsp:1dm’

* Biotrol ow sarum de beeuf.

[



3. FICHE TECHNIQUE

3.1. Préparation d'une solution étalon de calcium
a 25 mmol.dm - 2 par pesée de carbonate de calcium
pur et anhydre (masse molaire = 100,09 g.mol~1)

— Dans une capsule de pesée en verre, peser une masse m grammes de CaCO, pur et
préalablement desséché au dessicateur.

— Dissoudre dans un minimum d'acide chlorhydrigue concentré (ou dans environ 10 cm?
de solution d'acide chlorhydrigue de concentration molaire volumique égale &
1 mol.dm = 3.

- Transvaser quantitativement dans une fiole jaugée de 100 cm? et ajuster avec de 'eau
distillée,

3.2. Dosage du calcium sérigue par absorption atomique

3.2.1. Essai

Le dosage est réalisé sur du sérum dilué au 1,/50 dans le liguide de dilution. Si un l&ger
trouble apparait, acidifier par de I'acide chlorhydrique a 2 %

3.2.2. Etalonnage de I'appareil

Préparer, en utilisant la salution de dilution, 50 em® de solutions étalens de calcium, de
concentrations comprises entre O et 0,1 mmol.dm -~ 2,

Faire les mesures.

3.3. Calculs

1) Calculer la masse de carbonate de calcium & peser pour préparer la solution étalon de
caleium.

2) Donner sous forme de tableau la préparation de la gamme d'étalonnage.

3 Déterminer la calcémie du sérum analysé,



4. MODE OPERATOIRE

4.1. Calcul de la masse de carbonate de calcium a peser
m=CXMcos%U=2610"3x 100,09 x 100.10 % = 0,250 g.

Le carbonate de calcium est insoluble dans 'eau. Ajouter I'acide chlorhydrigue jusgu'a ce
gque la solution devienne incolore.

4.2. Tableau de la préparation des solutions étalons

{tabi. 20.11.)
Tableau 20.1I.
Sclutions étalons mmel,dm -3 0,025 0,05 0,075 0.1
Coeticient de dilution 0,025 1 0.05 2 L.O75 3 0,1 4
25 =1I'_‘H}D 25 ) 1 000 25 =1IZH1'H} 25 =Tﬂ|]4.'.'l

La solution étalon de calcium a 25 mmol.dm - 2 doit étre préalablement diluée au 1/20
par exemple (en solution de dilution).

La concentration en calcium sera alors de 1,25 mmol.dm — 3 (tabl. 20.101.).

Tableau 20.111.

Sclution atalon

& 1,25 mmaol.dm - 2 {em?) i) i 2 3 4 -
Sérum A doser {cm?) - - - - -~ 1
Solution de dilution (cm?) 50 49 48 47 46 45

Détermination de la calcémie = 50.X mmol.dm = =,

¥ étant la concentration en millimoles de calcium par dm® du sérum dilug au 1/50,
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La variation de la conductivité d’'une solution peut étre mesurée au cours d'un
dosage acido-basique, d'une réaction de précipitation ou d'un dosage par com-
plexométrie...

La conductométrie permet d'évaluer la concentration en constituants ionisés
d'un milieu : ions minéraux et acides organiques essentiellement.

La mesure de la conductivité est un paramétre de I'analyse de |'eau qui ren-
seigne sur la qualité d'une eau potable, d'une eau de riviere ou d'un effluent.

Le but de la manipulation est de réaliser par conductométrie :

* |e contrile de la teneur globale en ions d'une eau a analyser ;

* |le dosage de |'activité d'un vinaigre étiqueté 6° et d'un vinaigre frelaté éti-
queté B°.

1. PRINCIPE

1.1. Définitions : conductivité des électrolytes

1.1.1. Solution conductrice : électrolyte

On appelle électrolyte une solution qui laisse passer un courant électrigue. Quand le cir-
cuit électrigue est ouvert, les ions de I'électrolyte se déplacent librement parmi les molé-
cules d'eau, mais des que le circuit est fermé, les ions porteurs de charges se mettent
en mouvement : les ions positifs ou cations migrent dans le sens conventionne! du cou-
rant tandis que les ions négatifs ou anions migrent dans le sens opposa.

1.1.2. Resistivité — Conductivité

La résistance d'un conducteur dépend de sa forme géométrique (fig. 21.1.).

Pour un conducteur électrolytique, la résistance est définie comme celle d'un conducteur
métallique de section s et de longueur |, par la formule :

I
R=p —
=
R rézistance en ohms (L2).

p résistivité en ohms.cm {£L.cm) ou en ohms.m {(£L.m}.



Ou encore .

o
1
= | =

|
 —
5

_1_1x|
xp R 5

1/R est la conductance (G) du conducteur, mesurée en siemens (ohm - ) ; symbole S,

¥ est la conductivité de la solution ; elie s’exprime en siemens par métre (S.om~ 1) ou en
siemens par cm (S.cm ™).

La résistivité et donc la conductivité dépendent de la nature de I'électrolyte, de la concen-
tration molaire et de la température.

Flig. 211, Foome du conducteur &ectrolytigue déterminge par Ia celiule

1.1.3. Conductivité équivalente

C'est le rapport de la conductivite de l'ion (.} sur sa concentration exprimée en moles
de charges :E&] : c'est la conductivité par mole de charge portée par l'ion.

Conductivité éguivalente jonique :

¥ ion - CONductivité due a l'ion

Pour un ion donng, la concentration ionique C_ exprimég en moles de charges est egale
au produit de sa concentration molaire E. par la valeur absolue de sa charge z,.
C,=C,xz.

Unités usuelles pour A, : S.cm®.mol =1

3 In:m-

doi: & =10 T BN Sem~ 1 C,en mol.dm 3



1.1.4. Conductivité équivalente d'une solution : i

La conductivité (¥} d'une solution est egale a la somme des conductivités des ions pré-

sants : .
L= i L anian 10 4 Ii1 El }'L‘-l + 10 * EIE E? I"‘I'.!i""'

Four une solution de nitrate d'argent (AgNO-.} a 0,1 mol.dm ~ 4.

Loagroa = Lags Yoz = 107 Ling + E;ﬁ.g +} '.""e; thg+ T 10-3 2/ n03) -':I,WEI - """4,-:ND3- |
Zag —":-!.g+ = Zyng = Cypa = = C. = 0,1 mole de charges de chaque signe portées par |'élec-
trolyte dans un dm? de solution.

X agnoa = 10‘3CE [:"Elﬁgﬁ +}.E[m3 )= 1D‘3EEJ'I.= 0,110 3 h=10"44

Pour une solution de chlorure de baryum (BaCl,) a 0,02 mol.dm - 3 -
X Baciz= X paz » + Lo = 1077 Zigaay Cigarey Ay oy + 21073 20 Ceyy Ay

Zpait Cpgre = 2% 2 _ G _=C, =2 x 0,02 = 0.04 mole de charges de chague signe dans
un dm de solution.

Kpacre = 1073 C, (g + A ) =1073C, A=00410"3A =4 1054

Four une solution d'acide acétigue (CH,COOH) a 0,01 mot.dm ~ 3
Lewacoo - “ouscon - = Iy o By o =€, = 0,01 mole de charges de chague signe que 'élec-
trolvte apporterait par dm® de solution, s'il &tait totalement dissocié.

La conductivité eguivalente d'un électrolvte est :

1{!3-1

A=

C

1.1.5. Conductivité équivalente limite : }.

La conductivité équivalente dépend de la concentration. Pour les trés grandes dilutions de
I"électrolyte (ou trés faibles concentrations). les interactions entre les ions sont négli-
geables, les mobilités des ions n sont pas mutuellement influencées.

Four C, tres faibles, les conductiviteés eguivalentes loniques peuvent etre considérées
comme pratiquemant constantes et la conductivité équivalente de I"électrolyte tend vers
une limite A,

VEC 1 Ay = Mogasion * Momnion

heation B1 Aanion 50Nt caractéristiques des ions de I"électrolyte.

hg est caractéristique de I'électrolyte.

Exemples de conductivités équivalentes limites (4,) en solution agueuse, a 25 °C
(Sem?.mol 1) -

~cations :H* =350 :K* =74 ;Na*=50;NH,"= 75 ;Ag* =54 ;Ca?*=80;
Bal*= 63,5,

~ anions :OH - =198 : 807 =80 :CI-=76,10 ;=405 NO; =71 : CH,C00 " = 40.



Connaissant les valeurs des differents &, (tables de constantes physigues), il esl pos-
sible de déterminer la conductivite équivalente limite A, d'un électrolyte donné.

Expérimentalemeant, il n'est pas possible de mesurer avec précision y si on travaille avec
des concentrations trop faibles en électrolyte.

Dans le cas d'un électrolyte fort, la conductivité équivalente est donnée par |a relation .
&= hg =k G, avec k constante qui dépend de la nature de |'électrolyte. Pour obtenir A,
il est possible d'extrapoler 1a courbe & =1 (C_) pour C_ = 0.

1.2. Mesure des conductivités

La cellule conductomeétrigue

La mesure d'une conductivité consiste a déterminer |a résistance d'une colonne H de la
golution électrolytique placée entre deux plagues de plating recouvertes de noir de pla-
tine, de surface 5 donnée et séparées par une distance | constante (Fig. 21.1).

Cette cellule de mesure est insérée dans ung branche d'un pont de Kolrausch situé dans
le boitier du conductimétre | fig. 21.3).

On utilise du courant alternatif pour éviter les processus d'électrolyse au niveau des élec-
trodes.

Quand le pont est « équilibré », il ne passe aucun courant dans le microamperemetre :
R R2
R3 R1

R2
R : résistance électrolytigue = a1 x R3

i i 1
R=s—x— — =R x =Haxk
C 5 C
L)
Cscillateur
k= Flg. 21.2. Mesure d'une résistance

5 -
I par un pont o2 Kolrausch

constante de la cellule déterminée par la mesure de la résistance d'une soiution etalon
de y connue (par exemple @ solution de KCI & 0,1 mol.dm - 3 gui a une conductivité de
0,01116 S.cm -1 4 18 °C et de 0,01285 S.cm -1 4 25 °C).

La résistivité p = 1/ s'obtient en multipliant la résistance lue sur le conductimétre par la
constante de la cellule.
La conductivité y est l'inverse de la résistivité.

L'eau permutée ou distillée contient du CO., dissous {voir chapitre 1) et de nombreuses
impuretés qui interféerent sur les mesures de conductivité dans le cas de solutions a
doser trés faiblement concentrégs. Il faut utiliser de "eau bidistillée préparée extempora-
nément (¥ le plus faible possible < 10~ Sem~ 1.



1.3. Dosages conductométriques

1.3.1. Principe

Quand on fait réagir ensemble deux substances en solution, |a conductivité de la solution
varie :

~ 5| le nombre total des ions varie (certains lons entrent dans la structure de molécules
non dissociées, ou inversement) ;

— si les ions ajoutés ou formés ont une mobilité différente : si la mobilité d'un ion aug-
mente, la conductivité équivalente A augmente et inversement,

Il faut choisir correctement le réactif de dosage : au niveau du point d'équivalence
'apport en excés du réactif de dosage doit entrainer une variation différente de la conduc-
tivité qui se traduit par un changement de pente sur la courbe 1/R = f {Vem?3).

Le réactif de dosage doit avoir une concentration 10 & 20 fois plus grande gue la solution
a doser afin gqu'au cours du dosage la dilution du milieu de mesure ne soit pas trop
grande.

Il est passible d'éliminer 'influence de la dilution en corrigeant les valeurs lues.
L introduction d'un volume V em® dans la prise d'essai de E cm? & doser, crée une dilu-
tion d'un facteur : .

E+V

E+V
v

Ainsi, on definit la conductance comgee par: G = G ¥

¥ et 1/R varient dans le méme sens. Graphiguement, on porte 1,/R" ou, la conductance
corrigée G', car le dosage consiste a suivre la variation de la conductivité, en fonction du
volume de solution versée.

1.3.2. Interprétation de courbes de dosage

Conductance G Conductance 3
A 'y
Vou~ Vo™
cmd cma
- o
a) Dosage d'un acide faible b} Dosage d'un mélange HCHCH,COOH

Fig. 21.3. Courbes de titrage conductométricues
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Rincer soigneusement le bécher, la burette et les électrodes avec de 'eaw distillée,
Dans un béecher introduire :
E =20 cm? de vinaigre a analyser dilué au 1,/100 ; 50 em? d'eau distillée.

Verser & la semi-microburette cm? par cm? une solution d'hydroxyde de sodium a
0,1 mol.dm ~ 2 préalablement dtalonnée par pesée d'un produit pur pour analyses.

Faire la mesure de la conductance de |a solution aprés chaque addition de soude et agi-
tation { agitateur magnétique).

Un dosage potentiométrigue des deux vinaigres peut étre réalisé en paralléle aux
dosages par conductométrie.

3.3. Questions

1) Contrdle de la minéralisation d'une eau.
Calculer la conductivité en microsiemens.cm =1 (uS.cm - 1.

2} Dosage de I'acidité de deux vinaigres :

= tracer sur papier millimeétré les courbes G' =1 [II'IIn!_'I-II -cm?) ;

interpréter "allure des courbes ;

- déterminer les points équivalents ;

calculer la concentration en moles d'acide acétique par litre des deux vinaigres ;

— déterminer le degré d'acidité des deux vinaigres analysés ;

quel est le degré d'acidité du vinaigre frelaté si "acidité totale est exprimée en acide
acétique 7

1

4. MODE OPERATOIRE

SONT TR/ T W -  tRT. =TT, e L AN T T R .

4.1. Mesure de la conductivité d'une eau

La conductivité électrique de I'eau (uS.cm ~ 1) est donnée par I'expression :
¥r=1/RxKx 10° (K constante d'etalonnage de ia cellule).

Cette mesure est donnée & 20 *C en France. Pour toute autre température de mesure,
effectuer la correction suivanie 1 % opop = X oo X T

En annexe du chapitre : tableau des facteurs de correction f.
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4.3. Dosage conductométrique des vinaigres

* Vinaigre non frelate :

Soit V_ {em?) le volume équivalent.
itV [ } e valu quiv | VE " EUH_
La concentration en moles d'acide acétigue par dm” est = —n—

vinaigre

Soit m g la masse de E = 20 cm 7 de vinaigre.

_a 10
Le degré d'acidité du vinaigre est : C.,_xV_, 10  xM_ acétigue & =

* \Vinaigre frelaté :

Soit V_, (cm®) et V_.. (cm?) les volumes égquivalents.
-E:l': } E?{ :' Cl I:"-"ﬂ:,.—\.lrﬂ}icm,_
La concentration en moles d'acide acétique par dm?® est =

E

vinaigra
Soit mg la masse de E = 20 em ? de vinaigre.

; 100
Le degré d'acidité du vinaigre est 1 Coy X (Voo = Vg ) 107 XM, e X —

100
 —
m

Le degré d'acidité frauduleux est : G, x V_, 107~ x M

. acétique
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6. EXERCICES

e ers e, LA Forp e d

Exerclce n® 1 : conductivités équivalentes limites © unités

Exprimer les conductivités equivalentes limites des ions suivants dans les unités du sys-
téme international :

H* @y =350 S.em®mol 1) Na* @k, =50 S.emZmol - 1,

Exercice n® 2 : conductivité équivalente d'un &lectrolyte fort

Les conductivtés éguivalentes de trois solutions de chiorure de sodium & 101, 10-2 et
10~ 3 mol.dm ~ < sont respectivement @ 111, 119, 124 S.emZ.mal - L.

Calculer |a conductivité equivalente d'une solution infiniment diluée.

Données: Na* : by =50 Sem?.mol =1 Cl~ 1 hy =76 crm?.mol ~ .

Exercice n® 3 : dosages conductomeatriques

Parmi les tracés graphigues de la figure 21.4., préciser celui qui correspond au dosgge :
— d'une solution de nitrate d'argent par du chlorure de sodium ;

—~ d'une solution d'acide chlorhydrigue par de |'hydroxyde de sodium ;

- d'une solution de chlorure d'ammonium par de "hydroxyde de sodium ;

d'une solution d'acétate de sodium par de |'acide chlorhydrique |

— d'une solution de sulfate de sodium par du chlorure de baryum ;

= d'un mélange de chlorure d'ammaonium et d'acide chlorhydrigue par de 'hydroxyde de
sodium .

Justifier les réponses.

Comductivine M7 MNT 3 Comdirciiitg L ]

1

i

Fig. 21.4.



Exercice n® 4 : analyse de l'eau d'une riviere au niveaw d'une station d'épuration des

eaux (tabl. 21.00.)

5 prélévements ont &té réalisés.

Prélévement n® 1 : au niveau du village, en amont de la station d'épuration des eaux.
Prélévement n® 2 : en aval de la station d'épuration.
Prélévement n® 3 : & 5 km en aval de |la station d'&puration.

Prédlévement n® 4 : a 10 km en aval de la station d'épuration.

Tableau 21.11 :

Paraméatras Prélgvemants

n1 a2 n"3 ne4
Aspact liFrigiche légar trouble limpada limpide
Cooulewur incolore jAundtre inGalong incolone
Températura “C 86 10,0 10,3 10,5
piH 7.4 7.8 7.9 7.8
Conductivité ps.cm ! 434 615 465 452
Matigres En Suspension
(MES an mg.dm -~ %) 12 & =3 <3
0, dissous en mg.dm = 1 9,0 B.5 7.9
% saluralion en O, 95 8O 75 n
Camanda Chimigue an
Oxygane (DGO en mg.dm 32 7 a0 13 10
M total Kjeldaht en mg.dm —3 1 2 1 1
MH; an mg.dm -3 0,06 0,94 0.07 0,05
Mitrites (NO5 ) en mg.dm -3 0,01 0,08 0.05 0,04
Mitrates (NO; ) en mg.dm 3 7.2 34 4.2 54
Phosphore total en mg.dm =3 < 0,05 6,5 0.5 0.4
Titre Hydvotimétrique Francais
(TH *F) 30 30
Titre Alcalimatrique Complst
(TAC) 22,5 26,8 22 23
Chlorures 23 54 25 24

Cuelles sont les influences du rejet des eaux usées de la station d'épuration sur les gua-

lités physicochimiques de I'eau de riviére ?
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3. MODE OPERATOIRE

GRS B TR T, [ BT AR BRI S 5 [ Bo s oS LI L e Lah

Bien respecter |les précautions de sécurité inhérentes a 'utilisation de solvants
inflammables a vapeurs toxigues. Eviter toute flamme dans le laboratoire et travailler de
préférence sous hotte.

3.1. Obtention de I'extrait lipidique total

» Tarer le ballon de 'extracteur aprés passage a I'étuve, soit m grammes,

* Peasor une masse de l'ordre de 1 3 2 grammes de matériel biologigue sec et pulvérisé
dans la cartouche d'extraction, soit m grammes, La cartouche doit étre remplie au maxi-
mum au trois guarts de sa capacité. L'obturer avec du carton hydrophile pour éviter les
projections de produit.

o |mprégner la cartouche avec du chloroforme.
« Remplir le ballon aux deux-tiers de sa capacité avec du chloroforme,

+ Réaliser le montage représenté sur la figure 22,2,

[ — Héhlgéran!

Siphon-

Parnigr extracteur
avec cariouckhe

it

-— Ballon

Fig. 22.2. Extracteur de Kumagawa
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4, EXPLOITATION DES RESULTATS

1) Déterminer la masse de lipides extraite et rapporter cette masse & 100 g de matériel
biclogigue sec. Pour le lait en poudre, comparer avec e résultat indigué sur 'étiguette,
Conclure,

2) Analyser les résultats obtenus par CCM.

Conclure sur la nature des lipides contenus dans les extraits. Tous les spots sont-ils iden-
tifiables 7

Comparer les différents extraits analysés,

—— e AL WL s WL - R B B

5. EXERCICES

Exercice n* 1 :

Fourquoi "'extraction at-glle été faite a chaud 7

Exercice n® 2 :

Imaginer une technigue permettant une détermination guantitative du taux de phosphore
lipidique dans 'extrait.

Exercice n® 3 :

Dans le cas dune extraction liquide-liquide, comment choisit-on le solvant extracteur 7
Rappeler la définition du coefficient de partage 7

Application numeérique @ a une température donnée, les solubilités d'un composé A dans
I'éther et dans l'eau sont respectivement de 10 grammes et 4 grammes pour 100 em?
de solvant. Si 100 em? d'une solution aqueuse de A contient 4 grammes de ce composé,
calculer ;

- la masse de A extraite par 100 cm? d'éther ;

- la masse de A extraite par deux fois 50 cm?® d'éther. Conclure.
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Le but cette manipulation est de déterminer quelques caractéristiques d'une
résine :

= la capacité totale ({ou maximale) d'échange ;

* |a constante d'échange vis-a-vis de plusieurs cations.

¥ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

support ou matrice ;

groupement fonctionnel et contre-ion ;

équilibre et déplacement d'équilibre ;

constante d'échange ;

accessibilité ;

capacité réelle d'échange (ou capacité disponible) et les facteurs dont elle
dépend ;

+ procédé en batch et chromatographie sur colonne ;

* régénération.

1. PRINCIPE

Une résine sulfonigue, echangeuse cationigue forte, symbolisée R-50, , H " est mise en
contact par la technigue en batch avec une solution de chlorure symbolisée X *, Cl -, de
concentration connue,

Un équilibre d'échange s'établit suivant I'équation :
RS0, g HIp+ X", QI i R-50; 5 X*g+ H*_CI~,

En applicant |a loi d'action de masse a cet équilibre, on exprime la constante d'échange
x
entre les ions H*, et X +s, K,

(X 1)
ve XRIH)  (Hp)
He = — — O —

(X_3(Hg) (X))

(H.}

qui traduit le coefficient de partition entre la phase stationnaire et la phase mohile.

il



* Le dosage des ions H * dans la phase liquide (H *_), soit par volumétrie, soit par con-
ductométrie, soit par pHmetre, a 'aide d'une solution étalonnée d'hydroxyde de sodium
permettra de calculer cette constanmte el de comparer |'affinité variable de la résine suiv-
ant 1a nature chimique de X *.

= Pour déterminer la capacité tolale d'echange de la résine il suffira de deplacer I'équi-
libre précédant :

— en choisissant un cation de forte affinité ;

- &n l'utilisant a forte concentration ;

— en dosant les protons libérés en présence de la résine,

2. MATERIELS ET REACTIFS

Résine échangeuse cationique forte sous forme acide (par exemple Amberlite IR 120 H)

desséchée a l'étuve plusieurs heures a 100 °C,

Selution de Na* Cl— & 0,1 mol.dm — <.

Solution de K* C1 - a 0,1 mol.dm -~ 2,

Solution de Mg *2 Cl~ & 0,1 mol.dm ~ 3.

Solution d'hydroxyde de sodium & = 0,1 mol.dm -2 étalonnée,
BaCl,, cristallisé.

pHmétre ou conductimétre ou burette et solution de phénolphtaléine suivant la méth-

ode protométrique choisie.



| 3. MODE OPERATOIRE

3.1. Détermination de la capacité totale d'échange
de la résine

~ Peser avec précision dans un becher 2 g de résine seche.

Ajouter 100 cm? d'eau déminéralisée et environ 5 g de BaCl, cristallisé,
— Agiter pendant 15 & 20 min.

- [Doser 'acidité libérée dans la phase liguide en présence de la résine & |'aide de la
solution d'hydroxyde de sodium & 0,5 mol.dm - 3, Attendre 2 3 2 minutes la fin du dépla-
cement d'équilibre. Soit Vem? le point d'équivalence.

3.2. Détermination des constantes de sélectivité vis-a-vis
des ions Na*, K* et Mg2*

1) Peser avec précision dans un bécher 2 g de résine séche,
- Ajouter 100 cm? d'une solution de chlorure de sodium & 0,1 mol.dm — 9,
- Agiter 15 a 20 min pour que |'équilibre s'établisse.

— Sur une prise d'essai de 20 cm? de surnageant, doser I'acidité libérée 3 1'aide d'une
solution d'hydroxyde de sodium & 0,1 mol.dm ~ 4 [dilution précise de la solution-mére utili-
sée précédemment).

Soit V. . cm? le point d'équilibre.

2) On opérera de méme avec une solution @ 0,1 mol.dm - # de chlorure de potassium et
une solution & 0,1 mol.dm - * de chlorure de magnésium. Soient V, , cm? et V.., . om®
les points d'équivalence correspondants.

— On fera un témoin avec 2 g de résine séche et 100 cm?® d'eau déminéralisée. Soit
V; cm? le point d'éguivalence.

3.3. Régénération de la résine utilisée

Elle se fait par déplacement d'équilibre en augmentant de maniére trés importante la con-
centration en H ™,
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5. EXERCICES

Exercice n® 1 :

Comment pourrait-on utiliser ces résultats pour séparer par chromatographie sur colonne
un mélange d'ions Na™* et K+ ? Discuter en particulier les conditions d'élution.

Exercice n® 2 :

D'autres échangeurs d'ions sont de nature polysaccharidique et de type « échangeur
faible ». La figure 23.1 représente des courbes de titration de différents échangeurs
placés dans une solution de chlorure de potassium.

pH A pH A
DEAE- Sephadex CM.Sephadex

= oH
mmoles HCI mmoles Na

Fig. 23.1.

— Commenter ces résultats experiment aux.
-~ Discuter les variations de |a capacité d'échange en fonction du pH.
= Comment choisit-on le pH dans le cas de séparation de molécules amphotéres ?

Exercice n® 3

La fiche technique d'un échangeur d'ions fournie par un fabricant porte les indications
gsuivantes : trés grande efficacité séparative, macroporosite, distribution granulaire fine et
étroite, haute résistance mécanigue, stabilité chimique et thermigue, grande durée de
vie, non biodégrabilité,

Discuter les avantages de ces propriétés lors de 'utilisation répétée en chromatographie
dans un laboratoire.
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Le but de la manipulation est :

* de séparer deux acides aminés de pHi différents par chromatographie sur
colonne de résine échangeuse cationique faible,

* de suivre cette séparation spécifiguement.

¥ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

* résine échangeuse de cations faible ;
* pHi;

* molécule amphotére ;

force ionigue.

1. PRINCIPE

Le mélange a analyser contient deux molécules amphotéres @ de la tyrosine, acide aminé
aromatique neutre de pHi = 5,7, présentant un pic d'absorption & 273 nm et de
l'arginine, acide aminé basique de pHi = 10,8 caractérisable par une réaction colorée
specifigue du groupement guanidine : la réaction de Sakaguchi.

Ces deux acides aminés sont séparés par passage sur une résine carboxyligue échan-
Beuse cationigue faible, I"Amberlite IRC 50 sous forme sodique, équilibrée en tampon cit-
rate pH 5.8 & 0,1 mol.dm — 2.

A ce pH, la tyrosinge est majoritairement sous forme de zwitterion et n'est pas retenue
alors que "arginine, sous forme cationigue est fixée (sens 1 de I'équation ci-dessous).
L'arginine est ensuite éluée par &lution isocratique en augmentant la force ionique du
tampon : tampon citrate de sodium pH 5.8 & 0,4 mol.dm - ¥, ce qui déplace I'équilibre
dans le sens 2.

COd " Mag i Co0
CO0 -~ Nag - Coo -

La = filtration » de la tyrosine est suivie par mesure de I'absorbance & 273 nm des dif-
ferentes fractions recueillies. Un dosage colorimetrigue de I'arginine par une réaction de
Sakaguchi legérement modifiée permet d'établir un rendement de récupération,
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2.2. Matériel

Colonne a chromatographie ordinaire de hauteur = 20 cm et de diamétre = 1 cm.
Cuves spéciales UV,
Tubes « jaugés » a 3 cm?,

Fulvérisateurs.

Capillaires.

REMARQUE ! conditionnement de la résine avant un premier empioi :

- faire gonfler la résine en I'agitant pendant une heure dans Na, CO, a 1 mol.dm ™ 3 -

- percoler sur filtre Blichner en alternant quatre fois HCI & 2 mol.am ~ 3 et Na, CO, &
1 mol.dm ~ % avec un ringage entre chague opération. Pour chague échange, utiliser une
guantiteé de réactif au moins égale a 10 fois la capacité maximum d'échange ;

— puis conserver la résine dans le tampon utilisé.

e A b FERNCE R B Sl S S S T A S T U T ~ it T W e e s = ]

3. MODE OPERATOIRE

T T T T L o ST L R R T

BECREL L P

3.1. Plan de la manipulation

| Preparation de la colonne |

d

| Dépat |

| Premier termps de 'élution I

L

Deuxigme temps de |'Blution |

* Placer au fond de |la colonne un tampon de laing de verre,

« Verser lentement la résine en suspension dans le tampon de maniére a obtenir une
colonne de résine de 15 cm de hauteur en évitant les bulles d'air et les fissures (tapoter
legerement la colonne avec un agitateur muni d'un policeman.

« Vérifier le pH de I'effluent de la colonne.

J



o Abaisser le niveau du tampon surnageant de maniére que le meénisgue soit tangent a
la surface de la résine.

Ne jamals laisser la colonne a sec.

» Déposer délicatement 1 cm? du mélange M a analyser & |a surface de |a résine en évi-
tant de remettre celle-ci en suspension.

* Respecter toutes les précautions décrites dans le chapitre 15.

» Eluer avec le tampon citrate pH 5,8.

Recueillir les filtrats par fraction de 3 em” appelés F. Fao Fye.

L]

Régler la vitesse découlement & 1 goutte toutes les 10 secondes.

Mesurer I'absorbance a 273 nm de chague fraction dans une cuve speciale UV.

* A |'aide d'un capillaire, déposer a intervalles réguliers sur deux bandes do papier
Whatmann 2 gouttes de chague fraction F recueillies

- une bande sera révélée par la réaction de Gerngross spécifigue de la tyrosine |

— [autre bande par |a réaction de Sakaguchi spécifique de i"arginine.

* Regrouper toutes les fractions F dans une fiole de 100 cm?. Soit F ce filtrat.

* Remplacer le tampon citrate pH 5.8 4 0,1 mob.dm ~ 2 par du tampon citrate pH 5,8 a
0,4 mol.dm -~ 2.

* Recueillir I'éluat dans une fiole de 50 cm?.

« Compléter a 50 cm® avec de 'eau déminéralisée. Soit E cet éluat.

3.2. Indications pour la révélation des bandes
de papier Whatmann

3.2.1. Reévelation de la tyrosine

Pulvériser sur la bande la solution d'o nitroso B naphtol.

Sécher dans un courant d'air chaud.,

Effectuer une seconde vaporisation avec "acide nitrique a 10 %.
Chauffer 2 min a 20 *C.

3.2.2. Reévélation de I'arginine

* Pulvériser la réactif obtenu en mélangeant 1 cm? de NaOH 4 5 mol.dm ™ # avec 10 cm?
de la solution d'c naphtol.

« Sécher dans un courant d'air froid,

« Appliguer une pulvérisation trés légere de la solution d'hypobromite de sodium.



3.3. Dosage colorimétrique de I'arginine dans M, F et E

3.3.1. Etalonnage du spectrophotométre

* Préparer une solution fille d'arginine & 100 pg.cm ~ # a partir de |la solution-mére a
0,5 g.dm 2,

» Réaliser 'étalonnage suivant en opérant tube par tube :
- prise de 0,14 0,5cm?;

- eau déminéralisée g s p 0.5 cm? ;

— NaOH & 3 mol.dm =3 :0,5cm? ;

— solution d'hydroxyquinoléine : 1 em? :

- solution de n-bromosuccinimide : 0,5 cm?,

Agiter et lire I"absorbance a 500 nm 5 min apres l'introduction du dernier réactif {Ia colo-
ration est instable).

3.3.2. Dosage de l'arginine dans M, Fet E

Faire un calcul de prise et de dilutions éventuelles sachant que la mélange analysé est a
environ 3 g.dm 2 en arginine. Scient p la prise et d la dilution.

4. ANALYSE DES RESULTATS

4.1. Filtration de la tyrosine

Tracer la courbe A:.ﬂ —y fonction des volumes cumulatifs des fractions F.

Analyser 'allure de cette cowbe,

La filtration de la tyrosine est-glie terminée a la fraction n® 15 7

4.2. Dosage de I'arginine

Calcul de la concentration en Argining du mélange initial M

b ’
Cagg = — 107 gdm™?
pd



= Calcul de la quantité déposée q,
Qy = Cpp-10° I mg
- Calcul de la quantité recueillie éventuellement dans F g,
Q= C!,'rgmme dans F x 100,10 F mg

— Calcul de la guantité recueillie dans E g4
O3 = Cpginine 98NS E x 50.10 3 mg

Pour le calcul de g, on admettra que la guantité déposée sur la bande de papier
Whatmann est négligeable,

4.3. Conclusions

4.3.1. Aspect qualitatif

— Observer les deux bandes révélées et conclure sur la qualité de a séparation.

~ Ces conclusions correspondent-elies avec les résultats du dosage de l'arginine dans F 7

4.3.2. Aspect quantitatif
- Calculer le pourcentage global de récupération de I'arginine

s + Oy
¥ 100

a,

= Comment pourrait-on améliorer 'ensemble de ces résultats 7

5. EXERCICES

Exercice n® 1 :

indiquer un autre mode possible d'élution de "arginine. En discuter les avantages ou les
inconvénients par rapport a l'élution par augmentation de force ionigue.

Exercice n® 2 :

Sachant que la quantité de résine utilisée est d'environ 10 grammes et gue sa capacité
maximum d'échange est de 2.4 mmol.g — 1, vérifier si la guantité utilisée est suffisante
dans I'expérience réalisée.
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the order of elution of amino acids in the analyser are shown in Table | (this order is not
much affected by variations in elution procedure}. The following discussion of this elution
order, based on the charge properties of the amino acids, IS somew hat simplified, since it
will not take into account any changes in pKa or buffer pH that may occur at normal ope-
rating temperatures for the columns (50 *C) or under no ideal solution conditions.

Clearly, the rate of movement of an amino acid in an ionexchange column depends on
the relative distibution of that amino acid between the mobile phase (buffer}) and the sta
tionary phase (resin). Thus, for any given buffer and temperature, the rate of elution of an
amino acid will be a function of the affinity of that amino acid for both the negatively char-
ged functional groups of the resin and for the hydrophobic, aromatic backbone. Buffer
concentration affects affinity by altering the concentration of cation competing with amino
acid for the 50 3 groups. Buffer pH affects affinity by altering the state of ionization of the
aming acid . increased positive charge promotes attraction and delays elution, while
increased negative charge decreases affinity.

Amino acids are loaded on to the column in pH 2.2 buffer, so that the e-amino groups of
all aming acids and the side chains of the hasic amino acids will have a full positive
charge (Table 1). With the exception of the fully ionized first carboxyl of cystine, all c-car-
boxyls will have net charges of - 0.24 to - 0.75. The sulphonic acid side chain of cysteic
acid will have a net charge of — 0.89, but side chain carboxyls will have charges of only
= 0.03 (aspartic acid) and = 0.01 (glutamic acid). Thus cysteic acid has a net negative
charge (= 0.54) and is rapidly eluted from the column. But all other amino acids will have
significant net positive charges (from + 0.3 to + 1.5} and will bind to the resin by ionic
interaction with the 30 ; groups.

In the long column, elution is initisted with pH 3.25 buffer. This does not decrease the
positive charde on basic groups significantly. but increases the negative charge on the
carboxyl groups. Thus c-carboxyl groups will have net charges of - 0.78 to - 0,97, while
side-chain carboxyls will have charges of - 0.29 (aspartic acid) and - 0.09 (glutamic acid).
S0 at pH 3.25, aspartic acid is the only remaining amino acid with a significant net nega-
tive charge (- 0.24) and is the next to be eluted. Contrary to statemants in some texts,
glutarmic acid is almost neutral (net charge - 0.01), and is eluted together with neutral
amino acids {net charge + 0.03 to + 0.22). Some of the neutral amino acids are more
retarded, so that buffer pH is increased to pH 4.25 (Table |), reducing the net charge of
the remaining neutral aming acids 1o + 0.01 or less, and eluting them more rapidly from
the column.

Given the very small differences (< 0.04 pH units) in the pKa values of the a-carboxyls of
the aliphatic amino acids (glycine, alaning, valing, isoleucine and leucine), it is hard to
explain their separation based on charge differences alone. From the order of their elu-
tion, one is forced to conclude that separation is based on hydrophobic interactions with
the resin matrix, The importance of non-ionic interactions has been recognized by Stein
and Moore [8], who noted that the elution order of neutral amino acids form sulphonated
polystyrene columns (with a hydrophobic matrix) was the reverse of the elution order from
starch columns (with a hydrophilic matrix). It is further supported experimentally by
absorption studies with highly swollen gels, which suggested the occurence of interac-
tions between the sidechains of neutral amino acids and the resin matrix involving disper-
sion forces [9].
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The basic amino acids still have net positive charge at this pH and are retarded by the
resin, but may nonetheless be eluted out at the higher concentrations (0.35 N) of
sodium. The amino acid with the most basic side-chain, argining, is retained the longest
by the colum. Althoug the e-aming group of lysing has a much higher pHa than the imida-
zole side-chain of histidine, the different elution orders of these two amino acids in var-
ous systems [2-4| may be rationalized in terms of the relative contributions of ionic inter-
actions (i.e. side-chain pKa differences) and nor-ionic interactions (e.g. m-n interactions of
imidazole side-chain) towards separation in different systems.

Although the importance of non-ionic interactions, in addition to ionic interactions, has yet
to be appreciated by many texthook authors, it is a tribute 1o the early pioneers that,
more than 20 years later, ion-exchange chromatography imolving sulphonated polystyrene
resins and citrate buffers remains the standard method for amino acid separation and
quantitation. Moreover, improvements in technology now enable 0.1 nmol of a protein
hydrolysate to be analysed in less than one hour (4], compared to the 100-200 nmol and
24 h required originally [1].
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CORRECTION DES EXERCICES

—_r— it

Exercice n® 1 :

Elution par augmentation de pH pour passer de Arg? * & Arg *.

Exercice n® 2 :
Quantité déposée a calculer en fonction des résultats obtenus (environ 0,02 mmaole).

Done large exces de résing puisque |la capacité totale de la résine utilisée correspond a
24 mmoles.
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La f-galactosidase (B-D galactoside galactohydrolase, E.C 3.2.1.23, lactase)
d'Escherichia coli catalyse I'hydrolyse du lactose en glucose et galactose.

Ayant une spécificité de substrat large, cette enzyme hydrolyse aussi les
f3-galactosides, substrats synthétiques comme I'orthonitrophényl 8-D galac-
toside (ONPG) ou le paranitrophényl #-D galactoside (PNPG).

Réaction catalysée en présence d'ONPG :

CH , OH EH:-DH
HO 0 (:_ﬁ TTO0OH
g+ HD alactusldas.a
OH <_> F-g ﬂH
OH Nﬂ o MO 2
orthonitrophenyl | D-galactoside D-galactose arthonitrophénol

L'orthonitrophénol (ONP) formé au cours de la réaction d'hydrolyse est jaune en
milieu alcalin et présente un maximum d'absorption a2 420 nm.

Le but de la manipulation est :

* de déterminer les parametres cinétiques (K, et V) de I'enzyme ;
» d'étudier I'influence de la concentration en enzyme ;

= d'étudier I'influence de la nature du substrat.

1. PRINCIPE

-—rm

1.1. Relation entre la vitesse initiale et la concentration
en substrat

Pour les réactions enzymatigues & un substrat (rares) ou a deux substrats avec un des
substrats en concentration pratiquement constante {fréquents), la courbe Vi = f ([ 5]
est trés souvent une branche d'hyperbole d'éguation :

Vy, X [S]

I|'H1|E|E}

i initiake
Vi =

K., +[5]

iritiald

Vig et K, sont deux constantes cinétigues qui peuvent étre déterminées graphiquement
pour une concentration donnée en enzyme.
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2. REACTIFS

« Tampon phosphate de Na 0,1 mol.dm~3, pHT -
MNa,HPO,. 12 H.0 (masse molaire = 358 g.mol - 13y 0,06 mol.dm -3, soit 21,48 g.dm~3
NaH,PO,, 2 H,0 (masse molaire = 156 g.mol ~*} 0,04 mol.dm -3, soit 6,24 g.dm 3

KCI (masse molaire = 74,6 g.mol — 1) 0,01 mal.dm -3, soit 0,746 g.dm~3
MgC!,, 6H,0 {masse molaire = 203,31 g.mol 1) 103 mol.dm - 3, soit 0,203 g.dm~3
& mercaptoéthanol 0,05 mol.dm 2, soit 3,55 cm?

H,0 gsp 1 dm?
pHT

* Solution de 8-galactosidase d'E.coli & 2 mg de lyophilisat 4 600 Ul.mg -1 dans 1 dm?
de tampon phosphate 0,1 mol.dm = pH7 {soit 1,2 Ul.em ~ 3.

» Solution d'orthonitrophénal {ONP, masse molaire = 139,11 g.mol - 13 10 - 3 mal.dm — 3
en tampon phosphate.

s Solution de paranitrophénol (PNP, masse molaire = 139,11 g.mol ~ 1} & 10 - ¥ mol.dm -3
en tampon phosphate.

* Solution d'orthonitrophényl-8-Dgalactoside (ONPG, masse molaire = 301,26 g.mol = 1)
& 210" *mol.dm ™ * en tampon phosphate pHT.

* Solution de paranitrophényl-8-Dgalactoside (PNPG, masse molaire = 301,26 g.mol - 1)
a 2.10- 2 mol.dm - ? en tampon phosphate pH7.

* Solution de carbonate de sodium (Na,CO,, masse molaire = 106 g.mol ~ 1) &
1 mol.dm - 3.

REMARQUE : utiliser de 'eau distillée {ou bigistillée ou eau de Volvic) pour préparer les
solutions, I'eau déminéralisée peut contenir des inhibiteurs de la S-galactosidase non
retenus par les résines échangeuses d'ions.



3. FICHE TECHNIQUE

3.1. Détermination des constantes (K,,) et (V)
de I'enzyme

3.1.1. Gamme étalon d'orthonitrophénol

Préparer, & partir d'une solution d'orthonitrophéncl {ONF) 4 10 -3 mol.dm ~ 3, une gamme
contenant de 0 & 1 pmal d"ONP par tube,

Composition du témoin réactif ;
- tampon phosphate 0.1 moldm =2, pH 7 : 3cm 3 ;
— solution de Na,C0, 1 mol.dm~#: 1 em 3,

Lire les absorbances a 420 nm.

3.1.2. Détermination des paramétres cinétiques

Préparer 8 tubes 8 essais en respectant le protocole expérimental du fableaw 25.1.

Tableau 25.1.
Tubes n* ) i kS a 4 ] & T
Tampon phosphate
0,1 mol.dm - , pH7 {cm?) 2 1.9 1.8 1.7 1,6 1.4 1.2 i
Solution d'OMNPG tamponnés pHT
2109 mol.dm - ¥ {cm¥) 0 a,1 0,2 0,3 0.4 0.6 0.8 i

Préchauffer 5 min & 30 °C

Solution de [-galactosidasa (cm?) 1 1 1 1 1 1 1 1

Incuber & 30 *C pendant 2 min

Solution de Na, GO,
& 1mod.dm = 2 fem) 1 1 1 1 1 1 1 1

Lire |les absorbances a 420 nm.



3.2. Influence de la concentration en f-galactosidase
sur la vitesse de la réaction enzymatique

Réaliser une série d'essals avec des concentrations croissantes en B-galactosidase, les
autres conditions opératoires étant identigues pour tous les essais {tabl. 25.11.).

Tableau 25.11.
Tubes n° a 1 2 3 4 5 & 7 8
Tampan phosphate
0,1 mol.dm =~ 3, pHT (em?) 2 185 180 180 180 140 +20 1,00 080
Solution d'ONPG tfamponnée pH7
42103 moldm -~ * (em®) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Solution de B-galactosidase (cm?) o 008 00 020 040 060 080 1,00 1,20

Imcuber & 30 “C pendant 2 min

Sonlution de I-.I.aui,l."“.,l!}3
a irmol.dm— 2 {em?) 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Lire les absorbances & 420 nm.

3.3. Influence de la nature du substrat

Procéder comme en 3.1 mais en présence de paranitrophénol pour la gamme d'étalon-
nage et de paranitrophényl-&-D-galactoside pour la détermination des paramétres.
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" 4. RESULTATS

AUEEL TID =00 s Tl i, A 0 o T (O DT

4.1. Détermination de K,, et V, de la f-galactosidase

4.1.1. Gamme étalon en orthonitrophénol

— Donner le tableau de composition des tubes de la gamme d'étalonnage en ONP.

-~ Tracer la courbe représentant la variagtion de "'absorbance & 420 nm en fonction du
nombre de micromoles d'ONP présentes dans le milieu réactionnel.

4.1.2. Détermination des paramétres cinétiques de la 8-galactosidase
1} Compléter le tableau 25.01.
Tableau 25.111.

(5] = [OMPGE] en mal, dm - -
dans le miliew réactionmel

Absorbances a 420 nm

18] = 1/ [ONPG] an dm? mal -

104

2) Tracer la courbe 1/A = §1/[5]).

3) Déterminer graphiquement K., et V,,.

4) Veérifier si la concentration en substrat [ONPG) = 2.10 72 mol.dm ~ ¥ est saturante.
5} Déterminer I'activité de I'extrait enzymatique en unités internationales/cm?,

4.2. Influence de la concentration en f-galactosidase
sur la vitesse de la réaction enzymatique

1) Compléter le tableau 25.1V.
Tableau 25.1V.

Conconiration de la A-gatactasidase
an mg.dm =

A A 420 nm

pmal CHP libérdes par min
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La vitesse maximale V,, déterminée graphiguement est exprimée en A de I'ONP formé par
1 em? de solution enzymatique, aprés 2 min d'incubation.

Far report de I'absorbance A sur la courbe d'étalonnage élaborée en 3.1.1., on détermine
le nombre de pmoles d'ONP formées (soit X pmol).

L'activité de I'enzyme est : X/2 Ul.par cm? d'enzyme ou : X/2 x 10 - % x 1/60 x 103
kat.dm - de solution enzymatique.

[S] saturante si = 10 K,,.

5.2. Influence de la concentration en R-galactosidase
sur la vitesse de la réaction enzymatique

Il est conseillé de décaler les apports d'enzyme et de Ma,CO, comme indigué au § 5.1.2.

Far report des absorbances mesurées a 420 nm, sur la courbe d'étalonnage de I'OMP
glaborée au § 3.1.1., on détermine le nombre de micromoles d"ONP formées dans le
millieu réactionnel par chaque quantité d'enzyme,

Vitesse de réaction exprimée en pmol.min =1 =1/2 X X oo oe s s courbe:

Courbe théorigue du nombre de micromoles d'ONP libérées par minute et dans les
miliewx réactionnels (tabl, 250X} | soit une enzyme commerciale a 800 Ul par mg. La
solution enzymatique est @ 2 mg.dm ~ *, soit 1 200 Ul.dm - Fou 1,2 Ul par cm =,

Tableau 25.1X.
Solution de B-galaciosidase (cm) d 0,05 010 020 040 080 080 100 1,20
Ul theoriques dans les cuves i D.oed 012 024 o048 072 09 12 1,44
R-galactosidase gm en pg a0 0 0.2 0,4 0.8 1.2 1.6 z2 24

Tout &cart entre la courbe expérimentale et la courbe théorique peut étre di soit & des
erreurs de manipulation, soit & une dégradation de I'enzyme stockée.

L'activité spécifiqgue de I'enzyvme en ULmg — 1 correspond & |a pente de la courbe
pmol.min - 1 = f {gm enzyme)

-1
Aumaol.min 3
= x 10

B Apg d'enzyme
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La phosphatase alcaline (E.C.3.1.3.1) catalyse I'hydrolyse des monoesters
orthophosphoriques.

Le substrat utilisé pour étudier les paramétres cinétiques de I'enzyme est le
paranitrophénylphosphate disodique (PNPP, masse molaire = 371,15 g.mol - 1).

Le paranitrophénol (PNP) formé au cours de la réaction d'hydrolyse est jaune
an milieu alcalin et présente un pic d'absorption vers 405 nm a pH 9,8.

= Réaction catalysée :

!
GEH@-D-IT 0~ Na* + Hp0 - O,N- O-H + ,Na® HPO?"
0 MNa®
paranitrophénylphosphate disodique paranitrophenal = FNP by = 405 A
PNPP incolore {jaune en milieu alcalin) "

Le pH optimum de l'enzyme se situe entre pH 9 et pH 10,5.

Pour maintenir le pH constant au cours de la réaction d'hydrolyse, le milieu est
tamponné a pH 9,8 par un tampon diéthanolamine {(DEA).

La diéthanolamine est un agent transphosphorylant capable de fixer les ions
phosphates libérés au cours de la catalyse enzymatique :

PMPP + DEA—OH ——————p= PNP + DEA-O-P

Le substrat introduit non dilué dans le milieu réactionnel est en concentration
saturante par rapport a I'enzyme.

D'autres tampons peuvent étre également utilisés : Tris-HCI ou glycine-NaOH.
» Méthode de mesure de la vitesse de réaction : méthode en continu.

On suit au spectrophotométre la formation du produit en fonction du temps :
I'absorbance est enregistrée en continu (en manuel ou avec un enregistreur
couplé au spectrophotométre) dans des conditions de vitesse Iinitiale. A = f (t)
est une droite.
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En appliquant la relation (3) :
* & latempérature absolue T, :

bn kyp o= LK - = Ln
I RT, {E4]
* & latempérature absolue T, :
E, 1""»1-:1?1
Ln k =Ln K- = Ln
2iTq)
2 RT, [E,]
Ln K Ln K :L K a Ln K = L Y T2} L Y (1)
n = Ln = |Ln K = =|Ln K = = Ln - Ln
2T 24T
ol th RT, RT, [E-] [Eq]

Ln = - =

lr‘2:721 E, E, E,
Kary RT, RT, R

k'zu._,,] E, (To=T," MiT,
Ln = —| = Ln
hEITl.l H | T_'I.I-F.E II'IIH.-'If'l \
i 1 1|
Do :
T, -T Ko T.-T M (T
1 2 2 1 z by
E"':HT ; ank —Fi!_r T::;Ln1IIIr
271 21Ty 271 M (T,)
Ln Wi

Flg. 26.1. Détermination graphigquo de E,



QU endore |

T T, . Vi 1
T -T. "y

E,= 2,303 R

2

1 M T

1:-

Détermination de E, par représentation graphique (fig. 26.1)

3l la vitesse de réaction est mesurée pour plusieurs températures d'incubation, la rela-
tion (3) peut étre représentée graphiguement : ¢'est I"éguation d'une droite du type
¥y ==ax + b,
Vi E, E,
LA e—— = Ln K - = e W= 4 LN K
[E,] RT R T

Ea Vi
La pente - e de la courbe Ln

{oulnV,| =f({1/T), permet une détermination
.

graphigue de E, en kl.mol, =%,

1.1.2. Détermination du Q,,

Qtn  cogfficient d'augmentation de 1"activité guand |la température d'incubation augmente
de 10*Centre T, et T,.

Dol
T, T, Vi iy
E,=HR ¥ Ln
10 Vi 1
Ea 10
Vi (Tl i "f; T,
=
II"IIM |,T]_|
El’l 10
—
T . 10 Eh
Qp=e soitlnQ,= +—=—p
17 2

En général Q,, = 2 : la vitesse de réaction est doublée quand |a température est augmen-
tée de 10 °C dans un domaine de températures ol la dénaturation de 'enzyme n'inter-
fére pas.



Hidden page



-[I:I

L |
—
i

Fig. 26.3. Détermination de K,

Le plus souvent, les inhibiteurs compétitifs sont des analogues structuraux du substrat.
lls entrent en compétition avec le substrat pour se fixer sur le site actif de I"'enzyma,

Dans certains cas, le produit de la réaction enzymatique ressemble suffisamment au
substrat pour étre luFméme un inhibiteur compétitif de I'engyme { ig. 26.4.).

L'inhibitéur &t le substrat sont des analogess structuraus ;

+ %%Cﬁ
S ES
b o == o

E | E.l

f

G+ 2

L'inhibiteur &t le substrat ne sont pas des analogues struct uras

€%+%:<?§:@+%
TR

Fig. 26.4. Représentations schématiques de 'inhibition compatitive



gl Représentations de Michaslis

1.2.2. Inhibition non compétitive

Paramétres cinétiqgues en présence de l'inhibiteur non compétitif

(fig. 26.5. et 26.6.)

K,, est inchangée.
V), st diminuée.

» Fquation de Michaelis-Menten

. Ym [S] Vi
Vi= X avec V' = ————
(1 +[Il/K) K, + [5] (1 + [I/K,}
s Fauation de Lineweaver-Burk
1 Ky 1 1
— = X +
Vi V' (5] V'
= Détermination de K
1 1 i
—— = — {1+ [I[/K ) = [+ —
Vig Vi T Vi

[, < 01l

Kpa [5) initiale 1
K

by Représentalions de Lineweavor-Burk
(1} sans inhibitewr ; (2] en présancs d'un nbibiteur non compélitit & la concentration 1],

Fig. 26.5. Etwde cinétique de I'effet d'un inhibitewr non compsstitif

-
[5]) initiade
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* Cguation de Michaelis-Menten

¥
Vi = " X 5]
{1+ [N/K ) Hop
——— + [§]
{1+ [I}/K,)
. Vs Ko
-EI'I.I'E'CVH=—ET H'M=.—
(1 + 117K, ) (1 +[11/K, )

= Fguation de Lineweaver-Burk

D'autre part :
Ky Ky (L+[1/K D K,

Via Vi (14 17KV,

La pente de |la courbe de Lineweaver-Burk n'est pas modifiée par Ia présence d'un inhibi-
teur iIncompéetitif,

* Determination de K,

1 1
— = — (1 + [I]/K ] = [+ —
Vi 1""ln..-| m By I""IM
1 1 1
—— = (1 + [I)/K, ) = [N + —
H ] H'*.-'I H‘M | H'M
1||"Il
Vb — - - - ——— — 1
L _ 2
EH I
2 |-
il
H
Il
Ll —
LT [5]) initiale g
Kia Ky K [5] initale
dl Représentations de Michaslis-Senten b Représentations de LineweaverBurk

(1} sans inhibiteur | {2} en présence dun inhibiteur incompétitif & |a concentration 1]

Fig. 26.8. Etude cinétigus de "effet d'un inhibiteur incormpatitif
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2. REACTIFS

L]

Tampon diéthanolamine pH = 9.8 (tampon DEA commercialisé prét a I'emploi) ;
diéthanolamine & 1 mol.dm ™3 ;

MgCl, a 0.5 mmol.dm - 3.

agent conservateur.

* Splution de phosphatase alcaline {PAL) : a partir d'une solution commerciale &
10 mg.cm ~ 3, préparer une solution de phosphatase alcaling & 50 pg dans 100 cm?
d'une solution de sulfate d'ammonium & 50 g.dm ~ 2. A conserver dans de la glace fon-
dante (+ 4 °C).

* Solution de paranitrophényiphosphate disodigue (PNPP ; masse molaire = 371,15
g.mol - 1) 3510~ 2 mol.dm -3,

* Solution de monohydrogénophosphate de sodium (NaHFO,, 12 H;0 | masse molaire
358 g.mol =t ) a 10~ mol.dm ™4,

s Solution de L phénylalanine (masse molaire @ 165 g.mol — 1) & 15 g.dm — 2 ; ajouter
guelgues gouttes d'acide chlorhydrique pour dissoudre, si nécessaire.

3. MODE OPERATOIRE

Réglages du spectrophotometre @ utiliser un spectrophotométre couplé a un enregistreur
et permettant une thermorégulation. Choisir un défilement du papier voisin de
&0 mm;/min et un réglage de I'échelle des absorbances tel que : 100 mm correspondent
ap=1.

Il est également possible de travailler en manuel a la température du laboratoire {sauf
E 3.2}

Sélectionner la longueur d'onde : A = 405 nm.
Utiliser des cuves propres et séches de 1 cm de trajet oplique.

Faire le réglage du zéro sur de I'eau distillée.
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3.5. Influence de la présence d'un effecteur ;
les ions phosphates

Préparer une gamme de dilutions du substrat en tampon pH 9.8 : 1 < d = 50.

Dans des cuves, introduire les milieux réactionnels suivants :
— substrat dilué : 1 em? ;

— tampon pH 9,8 : 1 em?;

- solution de Na,HPO, : 1 cm3,

Déclencher la réaction en ajoutant :
— PAL:0,5cm?

FPour chague dilution du substrat, mesurer I'absorbance en fonction du temps.

3.6. Influence de la présence d'un effecteur :
la L phénylalanine

Préparer une gamme de dilutions du substrat en tampon pH 28 : 1 < d < 50.

Dans des cuves, introduire les milieux réactionnels suivants :
— substrat dilué : 1 em? ;

— tampon pH 9,8 : 1 em?;

- solution de L phénylalanine : 1 em?,

Déclencher la réaction en ajoutant :
- PAL: 05 em?.

Pour chague dilution du substrat, mesurer I"'absorbance en fonction du temps.

4, RESULTATS

4.1. Courbe : A = f (t)
~ Commenter la courbe A =1 (1)

— Calculer fa vitesse initiale de la réaction étudidée en pmol de PNP formées par minute et
par cm® ou pg d'enzyme.

3%
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4.4. Inhibitions enzymatiques

— Donner sogus forme de tableau la réalisation des dilutions du substrat.
- Compléter le tableau de résultats (tabl, 26.101.).

Tableau 26.11.

145) dm?.mod -1

En présance des ions phasphales

Wien Ad.min!

11 en min.as -

En prasance de la ph_én;'lalanine

Wien A& min !

10 en min. s <!

- Tracer sur une méme feuille de papier millimétré les 3 courbes : 1/Vi=f{1/[5]).

-~ Déterminer les constantes cinétiques K,, en mol.dm ~ 7 et V,, en micromoles de PNPP
hydrolysées par minute et par cm? de solution enzymatigue, en absence el en présence
des effecteurs.

— Quelles sont les influences des jons phosphates et de la L phénylalanine sur les para-
metres cinétigues V,, et K,, de 'enzyme 7

Quel type d'inhibition engendrent-ils 7

- Calculer pour les deux effecteurs étudiés |a constante d'inhibition K. en mol.dm = .
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5.4. Inhibitions enzymatiques

5.4.1. Exemple de tableau de réalisation des dilutions du substrats

Il faut 3 x 1 em? de chague dilution pour étudier les effets des inhibiteurs sur la cinétique

(tabl, 26.01.).
(En reison du g de revient du tampon DEA, préparer des volumes de dilution inférieurs
a5cmi)
Tableau 26.111.
Coefficient de dilution ; 147 ) 72 14 18 /14 120 128 140 150
Solution de PNPP {cm?) 3 2 1 0,5 0.3 0,2 0,2 0,1 .1
Tampon DEA pH 9.8 {cm?) - 2 3 3.5 39 38 54 3.9 4.9
1/15] initiale dans ke mileu réactionnel
drm.mal =1
[S]=5.10"2x 1/d x 1/3.5

T 140 280 SE0 80 1400 1560 28O0 3500

18] =dx 355107 = T0.d

— Homogénéiser puis préparer trois séries de 9 cuves correspondant aux protocoles

indiqués sur la figure 26.11.

1 om? de dilution substrat
2 em” de tampon DEA pH 9.8

v

Fig. 26.11.

- Homogénéiser,

1 cm? de dilution substrat
1 em® da tampon DEA pH 9,8
1 cm?® de solution phosphate

Y

1 cm? de dilution substrat
1 cm? de tampon DEA pH 9.8
1 cm? de L phénylalanine

v

—

- Déclencher la réaction en ajoutant pour chagque essai 0,5 cm? d'enzyme.

5.4.2. Influence des effecteurs

Les V,, sont déterminés en AA.min =1 & partir des courbes 1/Vi=f(1/[3]) (cf. § 5.1)

=1
'u'M en pmol.min .cm

_5 AA 1 e 35

e e e L}
At s x |

0.5

3_ 0378 x A
o At

x 10



Determination de K. Utiliser les relations .

Vi

Koeo=K, (1+[I/K) e V,=-——
e ’ MU+ K,

e T SR SR L

Etude de |a phosphatase alcaline d"Escherichia coli (extrait sujet concours général)

1 : détermination de la masse molaire de phosphatase alcaline

On déterming |a masse molaire M, de la phosphatase alcaline purifiée par chromatogra-
phie d'exclusion-diffusion (tamisage moléculaire) sur une colonne de polydextran
(Sephadex G..,) tamponnée a pH 7,5 et préalablement étalonnée a |'aide de protéines
de masse molaire connue (tabl. 26.1V.).

Tableau 26.1V.
Protédings Masse m?l'j.we Vol délution crm®
gL
Cytochrome C 12 400 208
Myoglobing 18 000 194
Crvalbumine 43 000 187
Malate deshydrogénase G0 000 156
Aldalasa 145 000 126
Phosphatase alcaling - 146

~ Tracer la courbe d'étalonnage volume d'élution en fonction de log M.

- En déduire la masse molaire de la phosphatase alcaline purifiée.

2 : étude cinétigue d'un extrait purifié dilué de phosphatase alcaline
1} Deétermination du coefficient d'absorbance molaire du PNP & 405 nm

On dispose d'une solution mére de PNP & 5.10 - 2 mol.dm -~ 2 de tampon pH 9.8 et on
prépare la gamme colorimétrique du tablesu 26.V.



Tableau 26.1V.

Tubes i 2 3 4 5
Solution de PNP dilude 100 tois {cmd) 0 2 4 & 8
Eau distilée [cm?) g i 5 3 i
Tampon pH 9,8 {om) 1 1 1 1 1
Ahsorbance & 405 nm 1 0,180 0382 0,539 Q. 720

= Tracer |la courbe représentant la variation de "absorbance a 405 nm en fonction de |a
concentration du PNP exprimée en mmol.dm — 2.

- Calculer 'absorbance lingigue molaire £, . du PNP en dm3.mol =~ L.om - 1 (les lec-
tures d'absorbance sont réalisées en cuves de 1 cm de trajet optique).

2) Déterminer des parametres cindtiques de 'extrait enzymatique purifié

A partir d'une solution mére de PNPP, S, 8 12,7045 g.dm - ¥ (254,09 g.mol = 1}, on pré-
pare, en tampon pH 9.8, de fagon indépendante, les cing dilutions initiales suivantes :

Dilution au demi Solution 51
Dilution au dixiéme Solution 52
Dilution au vingtiéme Solution 53
Dilution au guarantiéme Solution 54

Dilution au guatre-vingtiemea Solution 55

On dispose d'un spectrophotométre réglé a 405 nm el équipé d'une thermocuve a 37 °C
et d'un enregistreur.

Le protocole de ["étude cinétigue est le suivant :
Introduire dans un tube a essais :

- 2em? de tampon pH 9.8

- 1 cm? de solution de PHPP.

Agiter, préincuber 5 min a 37 °C,
Déclencher la réaction par addition de 0,5 cm?® d'extrait enzymatigue.

Enregistrer I"évolution de 'absorbance & 405 nm en fonction du temps, dans une cuve
thermastatée de 1 cm de trajet optique.

Les résultats obtenus pour les six solutions de PNPP (de S, a 5.) figurent sur la figure
26,12



A | 405

S

Sg

il -
Temps en minutes

Reaglages de lanregistreur : 10 cm = 0.5 unités d'absorbance | délilament du papiar = 40 mm par minta,

Fig. 26.12.

— Définir la vitesse initiale d'une réaction enzymatique et vérifier gue les conditions de la
mesure de cette vitesse initiale sont bien respectées dans le protocole opératoire.

~ Donner 'expression littérale de la vitesse de réaction en pmal.min ~Ldm ~ 2 d'extrait
enzymatigue en fonction de |a variation d'absorbance & 405 nm par minute {AA.min -~ 1),

— En utilisant un mode de représentation convenable, déterminer K, (en mmaol.dm - et
Vg ten prmal.min Ldm =¥ : quelle est |a signification de chacun de ces deux parametres ?

3 Calcuwl de 'activite specifigue, AS, de Nextrait enzymatigue purifie

On introduit dans un matras de minéralisation :

- 10 em? de I"'extrait enzymatigue :

- 1 cm? d'acide sulfurique concentré ;

- 0.5 g de sulfate de potassium ;

— une pointe de spatule de catalyseur de minéralisation,

O minéralise, puis, aprés addition d'un excés d'hydroxyde de sadium, lg mimeéralisat est
distillé et I'ammoniac est recueilli dans 20 cm? de solution agueuse d'acide sulfurique a
0,0110 mol.dm -~ ¥ (& 1 % prés) ; I'excés d'acide est titré par 17,85 cm? d'une solution
agqueuse d'hydroxyde de sodium,



— Calculer la concentration protéique de l'extrait enzymatigue.

— En déduire I'activité spécifique, AS, en nkat.mg ~ 1 de protéine.
Lonnees ;

Réalisation d'un témoin : By cp, = 10 cm* V0, = 12,50 cm? ;
M, =14 g.mol ~1;

la teneur moyenne en azote des protéines est de 16 % ;
la phosphatase alcaline est le seul constituant azoté de 'extrait enzymatigue.

4) Etude de deux effecteurs inhibiteurs de la phosphatase alcaline
- Na,HPO,

Frotocole opératoire ;

- 1 cm? de tampon pH 2.8 ;

1 em? solution Na HPO, (2 mmel.dm~3):

1 cm? solution PNPP ;

agiter ; préincuber 5 min & 37 °C ;

déclencher la réaction par addition de 0.5 cm? d'extrait enzymatique E ;

enregistrer "évolution de "absorbance a 405 nm en fonction du temps en cuve de
1 ocm de trajet optique.

Résultats (tableau 26.V1.)
Tableau 26.VI.

Cancantratians en PNPP initiales 52 54 54 S5

A i 0130 007E 0041 D022

- L phénylalanine

Protocole opératoire :

- 1 cm? de tampon pH 9,8 ;

1 em? solution L phénylalanine {2 mmal.dm ~3) ;

— 1 em? solution PNPP ;

agiter ; préincuber 5 min & 37 *C ;

déclencher la réaction par addition de 0,5 cm? d'extrait enzymatigue E ;

enregistrer I'évolution de "absorbance, & 405 nm, en fonction du temps, en cuve de
1 cm de trajet oplique.

I

Résultats (tableau 26.VII.)
Tableau 26.Vil.

Concenfrations en PNPP iniliglas 852 53 54 55

A man ! 0055 0044 0,031 0,020
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La concentration catalytique (catc) de I'extrait enzymatique en pkat.dm - 2 d'extrait enzy-
matique s'exprime, en fonction des données expérimentales, sous la forme suivante :

- méthode « deux points « catc l;ul-:at-l:lm‘3] = H.AEEHI 30 i

- méthode cinétique optimisée cate (pkat.dm ~ %) = K .AA.min ~ 1,

Calculer K et K'.

CORRECTION DE L'EXERCICE

1:

Masse molaire de 'enzyme : = B0 000 g.mol — 1.

2 : étude cinétique d'un extrait purifié dilvé de phosphatase alcaline.
1) Détermination du coefficient d'absorbance molaire du PNP & 405 nm ;
Concentration du PNP en mmol.dm ~ < dans les tubes : 0,01 ; 0,02 ; 0,03 ; 0,04,

) A 3 3 -1
£ 405 du PNP = ;% 10 = 18 000 dm .mel .cm

Epmpen mmol.dm

2 Paramétres cindliques de "'extrait enzymatique (tabl, 26.1X) :

. 12.7045
Solution mére de PMNPP = = 0,05 mol.dm ~ #
254,09
Tableau 26.1X.
145] dm?mol ~ ' (= 1/0,05 x d x 3.5 = 70 d) 70 140 700 1400 2800 S5B00
Vi = AA.min ! 0315 0285 0140 0085 0045 0025
1V {minAs-1) 317 351 T4 1176 222 40

K,, = 0,0025 mol.dm - # soit 2,5 mmol.dm -3

. a1 3,5 AA _
Vyg (AAmin-1)=04 v, = admin ' x = 10° — = 389 — = 156 ymol.min ' am
E. . At
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Le B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23, lactase) est une enzyme utilisée dans |'in-
dustrie laitiére pour hydrolyser le lactose, diholoside de goit peu sucré, peu
digeste, peu sobluble dans l'eau, en un mélange de glucose et de galactose
plus performant au niveau nutritif et gustatif.

Le but de la manipulation est de comparer les caractéristiques cinétiques de la
B-galactosidase (K, V,,, pH optimum), en solution et immobilisée.

¥ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

détermination graphique des paramétres cinétiques d'une enzyme ;
notion de pH optimum ;

enzyme immobilisée ;

principales méthodes d'immobilisation d'une enzyme ;

propriétés des enzymes immobilisées.

# ® ® & &

1. PRINCIPE

1.1. Préparation de I'enzyme immobilisée :
la -galactosidase

Les enzymes peuvent étre immobilisées (fig. 27.1.)

— s0it par fixation sur un support insoluble {adsorption, ligisons ionigues ou liaisons
covalentes) |

- soit par inclusion dans un gel ou une membrane ;

— soit par réticulation : les molécules d'enzyme sont reliées les unes aux autres par des
liaisons covalentes, qui doivent épargner le site actif.
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2. REACTIFS

» Tampon phosphate (sel de potassium) 0,100 mol.dm - 3, pH 7,2, contient du sulfate
de magnésium (MgS0 ,) & 1 mmol.dm ~ 3,

+ Solution aqueuse de para-nitrophényl-f-D-galactoside & 2.10 -2 mol.dm =3,

* Sojution de B-galactosidase de Escherichia coli (préparation commerciale diluée 500
fois : Boehringer réf. 105 031).

» Splution de carbonate de potassium a 1 mol.dm ~ 2,

* Splution de gélatine 4 5 % dans le tampon phosphate pH 7.2. Maintenir cette solution
a 45 *C (liquide).

* Splution de glutaraldéhyde a 2 % a préparer extemporanément par dilution en tampon
phosphate pH 7,2 a partir de la solution 8 25 %.

» Tampon universel : citrate-phosphate-borate 0,02857 mol.dm~%: 2,0 < pH < 12,
Préparation des solutions tampons (tabl. 27.0.) (4.5 = pH = 9,0) a partir de deux solutions
méres A et B en respectant la composition suivante : 100 em? de A + x em? de B.

Solution meére A :

- Acide borique (HB(OH},) © 1767 g

— Acide citrique monohydraté (CgH 0., H ,0) : 6,004 g ;
Véronal acide (barbital) : 5,236 g ;

— Phosphate monopotassique (KH,PO,) - 3,888 g ;

- H0:gs5p:1000cm?,

Solution mére B : hydroxyde de sodium a 0,2 mol.dm ™ 3,

Tableau 27.1.

PH des solutions tampons 4.5 L0 55 6.0 6.5 7.0 7.8 /.0 B85 2,0
x em® de B (20 °C) 208 263 322 33 445 509 57 628 EBBZ 732

Vérifier au pHmétre et éventuellement ajuster avec de la solution A ou B.

Remargue : utiliser de 'eau distiliée ou bidistillée ou de I'eau de Volvic pour préparer les
solutions ; I'eau déminéralisée peut contenir des inhibiteurs de la B-galactosidase non
retenus par les résines échangeuses d'ions,



3. MODE OPERATOIRE

3.1.

Détermination des paramétres cinétiques K, et V,,
de la R-galactosidase

3.1.1. -galactosidase soluble

Préparer 8 tubes a essais en respectant le protocole expérimental du tableaw 27.11.
Tableau 27.11.

Tubes n* a 1 2 3 4 5 8 7
Solution de PNPG .
2210 -2 moldm - 3 {om) 0 D010 0015 0020 0050 0100 0200 0300
Tampon phosphate

1 0,290 0985 0,980 0850 0900 0800 0,700

0.1 mal.dm -2, pH 7,2 (em¥)

— e —r=_armm

Prechauffer 5 minuies a 30 *C

Soldion de B-galaciosidase {em?) 0,1 1 3,1 .1 i1 3.1 0,1 a1

Incuber & 30 °C pendant exactemeant 5 minutes

O

Solution de K CO, (em?)

aimol.dm- 2

2 2 2 2 2 2 2 2

Lire les abeorbances a 405 nm contre le témoin réactif,

3.1.2. B-galactosidase immobilisée

Immobilisation de 'enzyme

Dans 6 fioles & usage unigue, introduire dans 'ordre :
— solution de R-galactosidase : 0,4 em 2 ;

- gélatine : 1 cm ¥ ;

- glutaraldéhyde 4 2 % : 0,5 em 2.

Agiter doucement le mélange. Eliminer, dans la mesure du possible, les bulles d'air en
les pergant a l'aide d'une aiguille.

Placer les fioles & + 4 °C [glace fondante) pendant 10 minutes.

Sortir les fioles de la glace et laisser la réaction de pontage se développer a température
ambiante pendant 15 minutes.



Rincer soigneusement la surface du gel et les parois de |a fiole avec 2 fois 5 cm® de tam-
pon phosphate pH 7.

Egoutter les fioles puis les mettre au bain thermostaté a 30 °C pendant & minutes pour
permettre 'équilibrage de température,

Détermination de K,, et V,,

Dans les 6 fioles préparées au paragraphe précédent et maintenues & 30 °C, ajouter ce
qui est indiqué dans le tableau 27110,

Tableau 27.111.

Fiolas n® 1 2 | q ] &

Tampaon phosphate

&0.1 mol.dm=2 pH 7.2 [Gl'l'la:l 1,00 0,50 0,75 0,50 0,25 0,00

Laisser la température se stabiliser pendant 5 minutas

Solution de PNPG &

2.10- 2 mol.dm- 3 (e 0 0,10 0.25 0,50 0,75 1,00

Incuber & 30 'C pendant exactement 5 minutes
Agiter fréquemment les fickes

Solution de K,CO, (em?)

2 2 2 2 2 2
& 1moldm - 3

Laisser les fioles 15 minutes supplémentaires a 30 °C, Agitez-les de temps a autre.
Lire les absorbances a 405 nm contre un témaoin.

3.2. Influence du pH

3.2.1. Influence du pH sur I'activité de la i-galactosidase soluble
RHéaliser 10 essais aux pH 4,5 ;50 ;55,60 ,65 .70 ;75,8085 ,;80en
présence d'une concentration de substrat saturante : [5] = 4.10 ¥ mol.dm ~ 3,

Arréter la réaction enfymatigue aprés 5 minutes d'incubation a 30 °C.

Lire les absorbances a 405 nm contre |"air,

3.2.2. Influence du pH sur I'activité de la fi-galactosidase immobilisée

Traiter comme § 3.1.2., 10 fioles contenant :
— 0,4 cm 3 de solution enzymatigue ;

- 1 cm 2 de gélatine ;

- 0,5 c¢m 3 de glutaraldéhyde & 2 %.



Hidden page



4.2. Influence du pH

— Tracer pour les deux enzymes les courbes :

A=fipH) et ¥ 100 = f {pH)

A max

- Déterminer le pH optimum de I'enzyme dans les deux cas.
Comparer les courbes représentant le % de "activité maximale de 'enzyme libre et immo-
bilisée en fonction du pH et commenter les résultats.

Données : dans les conditions opératoires choisies, le coefficient spécifique d'absor-
bance molaire du para-nitrophénol 4 405 nm est &égal 3 18 500 dm J.mol ~ Lem 1,

5. TECHNIQUE

5.1. Détermination des parameétres cinétiques K, et V,,
de la B-galactosidase

La méthode de dosage étant une methode « 2 points «, il est important de décaler dans
le temps I'apport de l'enzyme et donc du carbonate de potassium (cf. chapitres 18 et
25).

5.1.1. B-galactosidase soluble

Le volume réactionnel pour I'incubation est de 1.1 cm®.
Calcul de 1 / [PNPG] dm #.mol — 1 dans le milieu d'incubation (tabl. 27.0V.).

Tableau 27.1V.

Coeflicient de dilution (1/d) 0,010 0,015 0,020 0,050 0,100 0,200 0,300
de la solution de PRPG —_— —_—

42102 mol.dm - 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1
1/ [PNPG] dm? , mol = 5 500 3 6BT 2750 1100 550 275 183




Fxemple : caleul de 1 / [PNPG] dm 2.mol ~ 1 pour le tube n® 1 :

1.1 1
X

001 210 °

Tracer lacourbe : 1 /A =1/ [PNPG].
Pour les déterminations graphiques de Ky (mol.dm ~ et Vg 1A
chapitre 25,

max ¢ 5€ Teporter au

Vyy de I'enzyme en micromoles de PNPG hydrolysées par minute et par cm? de solution
enzymaticue ;
A & 1 31

max

Vy= ——— — % 10" % — x — = 335 A
F:Illli'E-r'u'l'l PNP 5 D.l "

5.1.2. B-galactosidase iImmobilisée

Le volume réactionnel pour l'incubation est de 2,9 em -,
Calcul de 1 / [PNPG] dm *.mol - * dans le milieu d'incubation (tabl. 27.V.).

Tableau 27.V.
Coafficiant de diluton {1.d) .10 0,25 0,50 0,75 1,00
de la solution de PMPG —_— —_— — R —
a2.10"% maoldm=-* 28 259 249 259 29
1 /[ PNPGE] dm = . maol ! 1 450 5RO 280 193 145

Exemple : caleul de 1 / [PNPG] dm #.mol - 1 pour le tube n® 1 :
2.9 1
X 2
0.4 210

Tracer la courbe : 1/A = 1/[PNPG].

Déterminer graphiquement K, apparent (mol.dm 1) gt W\, apparent (A ).

1"'"!-1 de I'enzyme &n micromoles de PNFG hydrolysées par minute et par cm 3 de solution
enzymatique :

A 1 498
V= e 10" K — % —— = 132 A
] i PHP ke
F"ril’.“nEuﬂrn 5 0,4
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Le but de cette manipulation est :
» de mettre en évidence les facteurs expérimentaux intervenant dans la déter-

mination d'une activité enzymatique et d'en déduire les notions de méthode
standardisée ;

+ d'utiliser un coffret proposé par un fabricant pour la détermination transami-
nasigue d'un sérum (ASAT) et d'en discuter la composition ;
* d'exprimer les résultats dans différents systémes d'unités.

B TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

* vitesse initiale ;

* méthode standardisée et méthode optimisée ;
+ test optique ;

= méthode en biréactif ;

+ réactif déclanchant ;

+ yaleur usuelle.

1. PRINCIPE

L'activité catalytigue d'une enzyme est exprimée par |a vitesse de la réaction gu'elle cata
lyse dans des conditions expérimentales précises. Le résultat est rapporté & une expres-
sion de guantité de produit apparu ou de substrat disparu par unité de temps. Dans les
méthodes en cinétique, on suit constamment "évolution de la réaction en fonction du
temps (par opposition aux méthodes en deux points). Les tests optigues par absorption
moléculaire sont donc les plus fréquents et plus particuligrement le test optique en UV
utilisant le couple MAD{P) * / NAD{P)H.

Ces méthodes, facilement automatisables, permettent de vérifier que la vitesse est con-
stante pendant la mesure.

Les conditions opératoires sont standardisées pour gu'on mesure une vitesse maximunm
V}, sachant que V,, = keat (E) -

= 5} = 10 K,, pour tous les substrats y compris les coenzymes pyridiniques (& condition
gu'un exceés de substrat ne soit pas inhibiteur) ;

- durée d'incubation bréve ;

~ pH voisin de ia zone de pH optimum et choix d'un tampon dont les constituants chim-
igues ne sont pas inhibiteurs ;
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On appliquera cette technique a la détermination de 'activité aspartate aminotransféra-
sique d'un s&rum.

Rdsume de la manipulation

- 1% temps : lire et analyser la notice du coffret,

2% temps : reconstituer les réactifs.

3" temps : réaliser le dosage en suivant la fiche technigue.
4% temps : exprimer &t controler les résultats,

2. MATERIEL ET PRODUITS

* Spectrophotométre & cuve thermostalée (si possible spectrophotomeétre avec enregis-
treur ou informatisé).

* Micropipettes automatiques.

* Cuves a usage unigue.

* Sérum a analyser (respecter les précautions®*).
* Serum de contrdle normal ou pathologigue,

s (Coffret pour dosage de I"ASAT. Par exemple :
= Biomeérieux 63250 ;

- Roche 0714062 ;

— Beehringer 195707 ;

~ Merck 14344

- Biotrol A 03013,

* A manipuler aves ganis. A pipeter aves systéme d'aspiration.



3. MANIPULATION ET ANALYSE DES RESULTATS

Etude pratigue d'un coffret du commerce pour la détermination de la concentration cataly-
tique de |'aspartate aminotransférase sérique E.C.2.6.1.1. (ASAT).

On peut choisir :

- soit d'étudier et d'utiliser une seule marque de coffret ;

-~ s0it de travailler par groupe et de comparer les conditions réalisées dans la cuve de
mesure et les résultats exparimentaux.

L'exemple proposé ici concerne 'utilisation d'un coffret Biomérieux.

Pour information, les propositions de standardisation de 'IFCC (International Federation
of Clinical Chemistry) pour le dosage de I'ASAT plasmatique sont :

- température : 30 °C

- pH: 7.8

— tampon tris aminométhane @ 80 mmol.dm ~ 3
- Z-oxoglutarate : 12 mmol.dm 3

- L aspartate : 200 mmol.dm ~ 3

- NADH : 0,18 mmol.dm 3 l’ concentration dans la cuve
— pyridoxal phosphate : 0,11 mmaol.dm 3

— malate déshydrogénase (MDH) : 600 U.dm -2

b

- lactate déshydrogénase : 900 U.dm 7 y
- rapport de dilution de I'échantillon : 1,/12
Données :

Koy ASAT faspartate : 1,10 * mol.dm = ¥ ;

Ky, ASAT/ Zoxoglutarate : 5.10 ~“ mol.dm - 3.
Ky, MDH/ oxaloacétate : 4.10 - % mol.dm - ¥ ;
Kyy MOH/NADH : 4.10 -5 mol.dm = * ,

3.1. Etude de la fiche technique

1) Comparer les conditions opératoires préconisées pour la standardisation et celles
choisies par le fabricant.

2} Discuter :

- les concentrations en aspartate et 2-oxoglutarate par rapport aux K, de I'ASAT ;

- la concentration en NADH ;

- e réle de la LDH ;

- le rile du pyridoxal 5' phosphate |

- "activité de |a malate déshydrogénase ;

= I'intérét pour ce dosage d'utiliser une méthode « biréactifs » avec réactif déclenchant.

3



3 Démontrer les formules de caloul indiguées sur la fiche sachant qu'a pH 7.8 les
absorbances lingiques molaires du NADH sont de :

- 5,18 10° drmi.mol ~Lem -1 & 334 nm ;

6,30 10% dmi.mol - Yom -1 a 340 nm ;

- 3.4010°dm*.mol - 1em -1 & 365 nm.

3.2. Détermination de I'activité aspartate
aminotransférasique d'un sérum

Reconstituer le réactif.

Suivre le mode opératoire proposé en respectant la thermostatisation.

Lire la diminution d'absorbance par rapport a 'air pendant 2 a 3 minutes,

suivant 'appareillage dont on digpose, on peut :

- soit enregistrer directement la courbe et calculer le coefficient directeur AA ., o id -
- 50it noter 'absorbance toutes les 15 secondes, tracer la courbe et calculer le coeffi-
cient directeur ;

- soit utiliser un spectrophotométre informatisé qui fournit directement le résultat.

* Bien controler la limite de linéarité et éventuellement recommencer aprés avoir dilué le
SErm.

Calculer la valeur de |'activité enzymatiqgue du sérum analysé dans les deux systemes d'u-
nités proposeés sur la fiche, La valeur est-elle usuelle ou le sérum est-il pathologigue 7
Dans ce cas, ce résultat permet-il d'émettre une hypothése de diagnostic médical 7

3.3. Extensions possibles de la manipulation

1) Faire une expérience en paralléle avec un sérum de controle qgui permettra de vérifier
notamment l'exactitude de I'absorbance déliviée a 340 nm par le spectrophotométre (voir
chapitre 9) et la validité de la thermostatisation. Conclure.

21 Recommencer 'expérience a une température légérement differente de 30 °C (25 *C,
32 °C, 37 °C suivant 'appareillage dont on dispose). Commenter le résultat expérimental
obtenu, Dans la littérature, le facteur de correction proposé est de 1,45 lorsque 'on
passe de 30 °C a 37 °C.

3) Poursuivre une expérience au-deld de trois minutes pour déceler le temps au bout
duquel |a réaction n'est plus d'ordre O par rapport a (5).

4} Faire une analyse statistique des résultats obtenus avec le groupe. Calculer I'écart-
type o et le coefficient de variation CV. Rechercher les causes d'emmeurs aléatoires et
d'erreurs systématiques.
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4. EXERCICES

Exercice n® 1 :

L'absorbance lingigque molaire du MADH est exprimée dans des unités différentes selon
les documents utilisés, Sachant que &, & 340 nm est égal & 6.10% dm®.cm ~Lmol -1,
exprimer cette valeur en cm?.mol ~ 1 et en m2.mol ~ 1.

Exercice n® 2 :

Dans les technigues enzymatiques utilisant une consommation de NADH, les fabricants
de coffrets proposent souvent une concentration initiale en NADH de 0,18 mmol.dm ~2
dans le milieu réactionnel, guelles gque scient les K,, du NADH vis-avis des enzymes uti-
lisés, Pourquoi 7

Exercice n® 3 :

Analyser les avantages et les inconvénients a utiliser comme température de standardisa-
tion 25 *C, 30 °C ou 37 °C. La durée de |la mesure est-elle importante suivant la tempéra-
ture choisie 7

Exercice n* 4 :

La fiche technigue indigue une possibilité de mesurer les absorbances 4 334 nm ou
365 nm. Quel type de spectrophotormétre utilise-t-on dans ce cas 7

Exercicen® 5 :

Le mode opératoire préconise |'utilisation d'un sérum ou d'un plasma héparing :
pourquoi ?



CORRECTION DES EXERCICES

Exercice n® 1 :
£y, d& NADH & 340 nm = 630 m?.mol - ' ou 6.3.10° cm?.mol = 1,

Exercice n® 2 :

Absorbance initiale d'environ 1,20 & ne pas dépaser pour certains spectrophotométres,

Exercice n® 3 :

— & 25 °C : thermostatisation difficile a réaliser en fonction de la température ambiante :
- & 30 °C : stabilité de 'enzyme ;
- & 37 "C : température trop élevée pour certains enzymes.

En fonction de la température, |a période o0 la vitesse est constante est de durée variable,

Exercice n® 4 :

Spectrophotométre a lampe de vapeur de mercure,

Exercice n® 5 :

Cet anticoagulant est une macromolécule qui présente de nombreux avantages : pas de
modification notoire de |a pression osmotigue ni de la composition iomigue du milieu.
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Le but de cette manipulation est :

+ de dégager les conditions expérimentales a respecter pour doser un substrat
enzymatiguement par méthode en point final ;

» d'utiliser deux tests différents : test colorimétrique a la peroxydase et test
uv;

» d'appliquer la méthode a difféerents substrats dans des milieux biclogiques
divers (sérum, aliments...) en utilisant des coffrets de réactifs du commerce ;

= d'adapter une méthode manuelle a un appareillage automatisa.

@ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

choix des conditions expérimentales ;
affinité de "'enzyme pour le substrat ;
réaction totale ;

déplacement d'équilibre ;

réactions couplées ;

monoréactif ;

tamoin réactif ;

automatisation ;

« contrile de |'exactitude.

1. PRINCIPE

1.1. Réaction enzymatique

Une réaction enzymatigue peut étre utilisée pour doser un des substrats qui y participe a
condition que la réaction soit pratiqguement compléte.

Les principales conditions expérimentales a respecter sont les suivantes :

= choix d'une enzyme spécifique du substrat a doser ,

— choix d'une enzyme a affinité élevee pour le substrat (K,, faible) ;

— quantité relativement faible de substrat ({5} << K,) et activité enzymatique importante

de fagon a rendre la réaction compléte dans un temps acceptable (généralement 5 &
15 minutes) ;

— substrats secondaires en large excés ;
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1.2.1. Méthode colorimétrigue a la peroxydase

(wvoir la premigre manipulation proposée)

o 19 temps ; réaction principale

Le substrat a doser subit ['action d'une oxydase specifique :

SH, + 0, oxydase = S+ H,0,
substrat réduit substrat oxyde

o Mtemps : réaction indicatrice

Le peroxyde d'hydrogéne forme est révéle colornimetriquement par une peroxydase :

chomogéne incolore coloré

a I"état réduit

* Exemples de 5H., et d'oxydase spécifigue :
Elucose el glucose oxydase ;

— cholestérol et cholestérol oxydase ;

glycérol phosphate et glycérol phosphate oxydase |
- acide urigue et uricase,

1.2.2. Méthode en UV a 340 nm

(voir la deuxigéme manipulation proposée)

Aprés transformation spécifigue du substrat par une enryme, le produit formé est révélé
par une déshydrogénase consommant ou produisant du NAD (P) H.
Substrat Enzyme pnnclpalva-' Produit P

MAD (P
. jj Enzyrme ndecatrice
MAD (F] H, H

P
La concentration en coenzymes pyrimidiques ne devra jamais étre limitante.

« Exomples de substrats ef de couples d'enzymes :
= glucose par I'hexokinase et |a glucose-6 phosphate déshydrogénase ;
- urée par I'uréase et la glutamate déshydrogénase.

REMARQUES :

* 5 le substrat peut étre transformé directement par une désydrogénase, il est souvent
indispansable de déplacer I"équilibre de la réaction soit en utilisant une substance-piégde,
soit en utilisant une réaction couplée,



Exemples ;

— aeide lactique par la lacticodéshydrogénase, puis déplacement d'équilibre avec l'ala-
nine aminotransférase ;

- Ethano! par I'alcool déshydrogénase et déplacement d'équilibre avec "aldéhyde déshy-
drogenase.

* Plusieurs réactions auxiliaires peuvent se dérouler successivement avant la réaction
indicatrice,

Exemples :

- pour le dosage des triacyilglyeérols, action préalable d'une lipase avant I'utiiisation des
glycérokinase puis de glycérol-1 phosphatase déshydrogénase |

- pour le dosage du lactose, action prelable de la galactosidase avant ['utilisation de
{‘hexokinase et de la giucose-6 phosphatase déshydrogénase.

2. REACTIFS ET MATERIEL

T —elan T A TET S S 5 - ea Abelert W

Spectrophotométre si possible enregistreur ou informatisé.

* Cuves plastigues a usage unigue.

* Pipettes automatiques,

* Chaines d'analyse automatisée en flux continu ou automate a transfert.

Pour la premidre manipulation

» Coffret pour dosage enzymatique du glucose a la peroxydase, par exemple coffret
Biomérieux, réf, : 6127-1.

+ Solutions étalons de glucose 31, 2, 3et 4 g.dm ~ 2,

* Serum de controle pathologique ou non.

» Milieux biologiques divers : sérum, jus d'orange, vin...

Four la deuxigme manipulation

* Coffret ; dosage du glucose + saccharose, Référence Boehringer Mamheim 139041,
* Solution de contrdle de glucose a 0.6 g.dm =,
+ Milieux biologiques divers : milieu sucré en cours de fermentation, jus de fruits, vins...



3. MODE OPERATOIRE

3.1. Premiére manipulation : dosage du glucose
par la méthode a la glucose oxydase (GOD)
couplée a la peroxydase (POD)

3.1.1. Expériences illustrant I'influence
de quelgues facteurs expérimentaux

Ltiliser de préférence un spectrophotométre enregistreur ou informatisé.

Expérience préalable de réference
* Travailler & température ambiante.

+ Dans un cuve pipeter

- 2.5 cm® du monoréactif (renfermant GOD & 10 000 U.dm ~ 3, POD & 300 U.dm ~?, chro-
mogénea réduit incolore, tampon phosphate pH 7,5) préalablement reconstitué ;

~ B0 pl d'une solution étalon de glucose a 1 g.dm ~ 3,

= Mélanger rapidement et suivre la réaction en enregistrant I'absorbance a 505 nm con-
tre un tube témoin (voir la fiche technigue).

* Moter le temps minimum pour que |'absorbance soit stabilisée dans les conditions
exparimentales choisies.

Maodification de la température

Recommencer cette expérience en travaillant en cuve thermostatée a 25 °C, 30°C, 37 °C.

Réactif

Maodification du rapport ———
Echantillon

+ Influence de la concentration en enzyme. Remplacer les 2,5 em? du monoréactif sue-
cessivement par ;

- 1,5 em? de réactif + 1 em? d'eau distillée ;

- 1,0 cm? de réactif + 1,5 cm? d'eau distillée ;

-~ 0,5 cm? de réactif + 2,0 em® d'eau distillée ;

* |nfluence de la concentration en substrat. Remplacer la prise de 50 pl de solution éta-
lon par :

-~ 30 pl de solution étalon + 20 pl d'eau distillée ;

— 20 yl de solution étalon + 30 pl d'eau distillée,

Pour toutes ces expériences, noter e temps nécessaire pour atteindre 1a fin de la réaction.



3.1.2. Dosage du glucose sérique

La fiche technigue correspondant au réactif utilisé préconise
— une incubation de 10 min 8 37 °C ou de 20 min a 20 °C ;
Reactif

un rapport en volumeg ————— = 100
Echantillon

I'utilisation d'une solution étalon & 2 g.dm =+ ;
le réglage du z&ro de |'appareil sur le blanc réactif.

L]

Réaliser les pipetages indigués dans le tableau 29.1.

Tableau 29.1.
Blang
- Etalon  Dosage
Solution élalon & 2 g.dm —3 - 2ol -
S&rum - - 20
Monoréactit 2 em® 2 e 2em?

s Mélanger puis lire I'absorbance aprés incubation.

3.1.3. Extensions possibles de la manipulation
Vérification de 'exactitude du résultat en utilisant un sérum de contrile.

Recherche de la limite de lindarité de la méthode en remplagant les 20 pl d'étalon
& 2 g.dm 3 successivement par 20 pl d'étalons 4 3 g.dm -7 et 4 g.dm 3,

Dosage du glucose dans des boissons

* Dosage du glucose dans un jus d'orange :
- filtrer le jus d'orange ;

= le diluer 20 fois ;

- faire une prise de 20 pl ;

* Dosage du glucose dans le vin :

— le diluer 10 fois ;

~ faire une prise de 20 pl.

Adaptation de la methode a un appareil automatique a flux continu
La figure 29.3. propose un diagramme du flux {ou manifold).
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3.2. Deuxiéeme manipulation : dosage d'un mélange
saccharose + glucose par méthode en UV

Le principe de la détermination des deux constiteants du mélange repose sur le dosage
du glucose avant et aprés I'hydrolyse enzymatique du saccharose,

3.2.1. Préparation des réactifs a partir des flacons du coffret

Bien respecter les précautions indiguées sur la fiche technigue.

Les trois réactifs renferment notamment

— Ry tNADP *, ATP, tampon pH = 7.6 ;

- R, @ hexokinase et glucophosphate déshydrogénase |
- R :tampon pH 4.6 + B fructosidase.

3.2.2. Dosage du glucose et du saccharose d’un jus d’'orange

= Filtrer le jus d'orange et le diluer 100 fois pour le dosage du glucose libre et 200 fois
pour le dosage du glucose total,

* |ntroduire dans les cuves les réactifs indiqués dans le tableaw 29,01,
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4. ANALYSE DES RESULTATS

4.1. Expérience préalable

* Rappeler les équations des réactions utilisées dans le dosage du glucose,

* A partir des résultats obtenus en 3.1.1., conclure sur l'influence de |la température, du

Réactif
rapport — dans le dosage enzymatigue d'un substrat en temps final.
Echantilion

* Proposer un choix de conditions expérimentales en tenant compte des critéres de fais-
ablité et de prix de revient.

« Commenter le choix des conditions expérimentales proposée par le fabricant et appli-
qué en 3.1.2.

4.2. Détermination de la glycémie

Soient :
- Cet : la concentration de la solution &talon en mmol.dm =2
- Cx :laconcentration sérique en mmol.dm ~ 3 ;
A do -
- Cx=Cet ¥ A dosage :
A étalon

Commenter la valeur trouvée de la glycémie.

4.3. Dosage du glucose et du saccharose d'une boisson

* Schématiser I'enchainement des réactions.

+ Pour caleuler les concentrations en glucides, on applique |a loi de Beer-Lambert aux AA
corrigées exprimees en 3.2.2. et on utilise le volume réactionnel V.

Soient :

~ Vg : volume du test en em? ;

- p:volume de I'"échantillon en em? ;

-~ | : épaisseur de la cuve encm ;

- £ ; coefficient d'absorbance lingique molaire en dm® mmol ~Yem -1 (6,3 & 340 nm) ;
- o : facteur de dilution de I"&chantillon.



La formule permettant le calcul des concentrations molaires est |a suivante :

=3
II'IIFE 10 ﬂn’r.l:lrrigl_‘m

C= mol.dm >
telpd

Transformation du résultat en concentrations massiques

-

Vg 1071342 AA

saccharose -3

g.dm

cas du saccharose @ p =

Elpd

-3
V_ .10 180 AA
cas du glucose =: | o . Ghecoss g',.u:h'r'l_'3
Elpd

* Calculer a I"aide de cette expression la concentration de |la solution controle. Conclure
sur la validité du dosage. Discuter les sources possibles d'erreur (voir chapitre 9).

- - o e—— e —

5. EXERCICES

Exercice n® 1 :

Comparer la spécificité des deux technigues vis-a-vis du glucose dans les milieux
biclogigues.

Exercice n® 2 :

On considére les systémes de réactifs suivants : de quel glucide ou de quelle substance
apparentée permettent-ils le dosage 7

— LDH, NAD *, hydrazine, tampon pH 9.

- Glycérokinase, NAD *, ATP, hydrazine, tampon pH 9, glycérol-1-phosphate déshydrogé-

nase,
— Hexokinase, ATP, NADP *, glucose-6-phosphate déshydrogénase, phosphoglucose

isomerase.



Hidden page



Hidden page



Hidden page



Hidden page



En pratique, il existe trois possibilités pour réaliser cet objectif :

— dilution élevée de I'échantillon par rapport au réactif (mais perte de sensibilité) ;

— cholx d'une enzyme peu affine a Ky, dleve |

- éventuellement, augmentation artificielle de K,, par addition d'un inhibiteur competitif
puisque -

(1)
KM, =1+ —
I"';-‘I
aved -
- KM = K,, apparente ;
— {1} la concentration en inhibiteur ;
- K, la constante de dissociation de E.

Sur un plan pratigue, on retient {5, ) = 0.2 K,,.

On compare alors la variation d'absorbance Adx obtenue avec 'échantillon pendant un
temps bref en début de la réaction & la variation d'absorbance AA, obtenue pendant le
meme temps pour une sclution étalon (fg. 30.1.). Comme dans toute measure de vitesse,
les conditions de chronométrage et de température doivent étre scrupuleusement res-
pectées.

,ﬁ.l Echantillon X

Etalon

Flg. 30.1. Cowbes A = (1) pour I'échantiion et pour "étalon

o Cet Ah
= Cet »
(So) Adet

(S, ) étant exprime dans la meéme unité que Cet.

On peut donc dégager les différences entre les deux méthodes enzymatigques de dosage
d'un substrat (voir chapitre 29) (tabl, 30.1.),
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2. MATERIEL ET REACTIFS NECESSAIRES

« Spectrophotométre thermostaté, si possible enregistreur ou informatisé, sinon un chro-
nometre.

* Cuves en plastique & usage unigue,

Fipettes automatiques.

Coffret pour dosage de I'acide urique en UV, par exemple Biotrol, référence AD2455,
*= S&rum a analyser (précautions | voir chapitre 7).

Sérum de contréle étalonné.

L]

L]

3. MODE OPERATOIRE

Respecter les consignes du fabricant, variables suivant 'origine du coffret utilisé.

3.1. Premier temps : préparation

+ Régenérer le réactif.

+ Régler le spectrophotométre a 340 nm, faire le zéro contre I'air et thermostater la cuve
a 30 °C.

3.2. Deuxiéme temps : dosage

(Le mode opératoire proposé suppose l'utilisation d'un spectrophotométre non enre-
gistreur et non informatisé),

* Introduire dans la cuve 2 em? de la solution de travail qui contient tous les réactifs
sauf "acide urique.

# Placer la cuve 5 minutes dans le systéme de thermostatisation.



= Ajouter rgpidement 200 pil de sérum, mélanger par retournement et replacer la cuve
dans le porte-cuve du spECtrophotomeétre,

*» Déclencher le chronomeétre et faire une lecture toutes les 15 secondes pendant 1 ou
2 minutes.

Si la concentration en acide urigue de "echantillon est trop élevée, recommencer |'ex péri-
ence en diluant le sérum avec une solution de Nacl 89 g dm 2,

3.3. Troisieme temps : étalonnage

Refaire une série de mesures en suivant le méme mode opératoire avec un sérum éta-
lonné de concentration connue en acide urique.

REMARQUE :

# | g volumes sont 8 adapter en fonction de la fiche technigue du coffrel utilisg.

* e mode opératoire est 3 adapter si "appareil est & vidange : on réalise "guilibrage
de la température dans un tube & hémolyse placé en bain-marie 3 30 °C et on introduit le
mélange réactif plus le sérum a doser au moment de [a lecture.

3.4. Quatriéme temps : expérience complémentaire

Recommencer un essai en attendant la stabilité de "absorbance. Moter le temps néces-
saire pour obtenir 1a fin de la réaction.

4. CALCULS ET ANALYSE DES RESULTATS

4.1. Analyse des courbes

= Tracer sur une meéme feuille les courbes traduisant les variations d'absorbance a
340 nm en fonction du temps pour I"échantillon et I"étalon.

* Discuter I'allure de ces courbes,

= Déterminer le coefficient directeur de chague courbe AA min ~— 1 dans la partie linéaire.

)i



Hidden page



Exercice n” 3 :
Rechercher I'intérét biclogique de la détermination de I'uricémie.

Exercice n* 4 :

Lors d'un essal de mise au point d'une méthode de dosage en cinétique d'un substrat X,
on a déterminé que le laps de temps aprés le déclenchement de la réaction pendant
lequel la vitesse reste constante est de l'ordre de 7 secondes avec un AA = 8.10 -3,
Que conclure ? Quel(s) paramétre{s) peut-on modifier pour la mise au point des condi-
tions pratiques de réalisation de cette méthode 7

CORRECTION DES EXERCICES

Exercicen®1:

MNaon.

H:,l::ll2 est classiquement dosé par l'intermédiaire d'une peroxydase qui transforme un
chromogene, incolore a I'état réduit, en dérive coloré.

Exercice n® 2 :

Voir B.1.

H,0, + AH, = A + 2H.0
coloné

Exercice n® 3 :

Augmentation en cas de goutte.

Exercice n® 4 :
Mesure trop imprécise et réalisation pratique délicate.

Nécessité de « ralentir » I'enzyme. Utilisation possible d'un inhibiteur qui augmente le K,,
de I'enzyme.
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Le but de cette manipulation est :

* de dégager quelques régles générales a observer lors de |'extraction et de la
purification d'une enzyme ;

* de les appliguer a un cas simple : le lysozyme du blanc d'ceuf ;

* ge suivre chague étape de la purification par la détermination du rendement
et du taux de purification ;

* gde tester la pureté de la fraction obtenue par électrophorése et CLHP.

. TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

matiére premiére : blanc d'ceuf ;

extrait brut ;

enzyme purifiée ;

concentration catalytique et activité catalytigue spécifique ;
unité enzymatigue arbitraire ;

rendement ;

taux de purification ou enrichissement ;

dosage par étalon externe en CLHP.
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1. PRINCIPE

On peut dégager des points communs dans |a stratégie a élaborer pour extraire et puritier
une enzyme { tabl. 31.1}.
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3. MODE OPERATOIRE

3.1. Précautions a respecter

« Méme si le lysozyme est une enzyme relativement robuste, il faudra toujours travailler :
- & basse température {centrifugeuse réfrigérée, bécher maintenu dans |'eau glacée pen-
dant I'adsorption sur CM cellulose) ;

= le plus rapidement possible.

« [Des leur obtention, toutes les fractions seront conservées au réfrigérateur,
= Ne pas oublier de noter le volume des différentes fractions M, F. F,, F,. F, et E.
« Tenir rigoureusement un tableau de bord.

* Fajre des essais avec des prises ef des dilutions différentes.

3.2. Extraction du lysozyme

3.2.1. Premiére étape : fixation du lysozyme sur la CM cellulose

« Diluer un blanc d'eeuf jusgu'a un volume de 200 cm® avec du tampon pH 10,0 en
homogénéisant doucament.

* Filtrer sur gaze. Recueillir |e filtrat M dans une éprouvette graduge. Noter le volume.

¢ Dans un bécher, ajouter 3 20 em? de M 2 grammes de CM cellulose en poudre. Agiter
doucement puis laisser reposer 15 minutes.,

* Centrifuger dans un tube conique, en centrifugeuse réfrigérée, 5 min a 1 500 g,

* Recueillir le surnageant F, (qui ne devrait pas renfermer de lysozyme).

3.2.2. Deuxiéme étape : ringage

o Laver le culot avec 20 em® de tampen pH 10,0 ; laisser reposer 5 min ; centrifuger et
recueillir le surnageant F..

* NMettre en suspension le culot dans 10 cm? de tampon et transvaser dans une colonne
a chromatographie. Rincer & nouveau avec un certain volume de tampon jusgu'a ce que le
filtrat ne renferme plus de protéines. Soit F, la fraction recueillie.



3.2.3. Troisiéme étape : élution du lysozyme fixé par augmentation
de la force ionique

* Faire passer sur la colonne 15 em? de tampon glycocolle pH 10,0 renfermant
0.5 mol.dm ~ 2 de NaCl.

* Recueillir '&luat E dans une éprouvette ; le conserver aw froid,

REMARQUE : régénérer la CM cellulose utilisge en la lavant abondamment dans du tam-
pon pH 10,0 sans NaCl. La conserver en présence d'azide a 0,2 % au refrigerateur. Elle
peut etre alors réutilisée.

3.3. Mesure de I'activité enzymatique

s A 25 em® de substrat (suspension de Micrococcus lysodeikticus & 0.4 g.dm 3 en
tampon pH 6,2) équilibré & 25 °C, ajouter au temps 2éro 100 yl de |la fraction a analyser :
MouF, ouF,oufF,ouE.

« Agiter et placer la cuve immeédiatement dans le porte-cuve thermostaté & 25 °C.

s Suivre |la varniation d'« absorbance = 8 450 nm pendant 2 8 3 min, soit par enregistre-
ment. soit par lecture de I'absorbance toutes les 15 secondes.

Si on n'observe pas de partie lingaire, il faut recommencer 'expérience aprées dilution de
I'échantillon étudié. A titre indicatif, on peut diluer M et £ 10 fois.

3.4. Dosage des protéines par la méthode de Folin-Lowry

3.4.1. Etalonnage du spectrophotométre

Préparer, & partir d'une solution étalon & 0.5 g.dm - @ de sérum albumine, une série de
tubes respectant les conditions suivantes ;

— 0@ 100 microgrammes de sérum albumine par tube ;

— compléter tous les tubes a 1 em? par une solution de NaCl 4 9 g.dm -7 ;

- ajouter 2 cm?® d'une solution alcaline de sulfate de cuivre ;

— laisser reposer 20 minutes ;

— gjouter 0,2 cm? de réactif de Folin ;

- laisser les tubes 20 min a l'obscurité ;

— lire les absorbances a 690 nm.

+ 3.4.2. Dosage

Doser les protéines des fractions M, F,, F,, F5 et E. Il est conseillé de tester des dilutions
différentes. A titre indicatif ; prises de 0.5 et 1 em? avec :

1
- des dilutions —— pour M et F ;
200



= des dilutions

- des dilutions

3.5. Controle de la pureté de I'extrait E

3.5.1. Par électrophorése sur acétate de cellulose

* Comparer le comportement électrophorétigue d'une solution de lysozyme pur a
2 g.dm - 3 3 celui de M et de E. Il est conseillé de faire plusieurs dépdts superposés (voir
chapitre 17).

= Aprés coloration et transparisation, faire un enregistrement densitométrique.

3.5.2. Par mesure d'absorbance a 280 nm

Faire une mesure sur E et sur une solution talon de lysozyme 3 0,2 g.dm - 3,

(Voir aussi chapitre 12.)

3.5.3. Par chromatographie liquide haute performance sur une colonne
de gel

Four le mode opératoire, se référer au chapitre 33.

* Choix des conditions expérimentales :

- ¢colonne : Protein PACK 300 SW ;

— phase mobile : solution de NA. HPO, et NaCl a pH 2.2 dégazée aux ultrasons et filtrée
sur membrane 0.5 pm ;

dépdt - boucle de 100 pl (&ventuellement, 50 ul) ;

débit : 1 em? min -1 {ne pas dépasser 70 bars) ;

détecteur UV 280 nm

enregistrement et intégration en pourcentages d'aire ou en étalonnage externe ;
éventuellernent dosage par étalonnage externe avec une solution de lysozyme dégazée,
filtrée sur Millex, & 0,2 g.dm 3.

1

* Laver la colonne avec de I'eau dégazée et filtrée trés pure puis I'équilibrer avec la
phase mobile.

* Injecter successivement

~ la solution de lysozyme étalon. Bien noter tp |

- puis une dilution 1/2 de M dégazée et filtrée. Observer le pic correspondant au lyso-
yme ;

— puis E pur dégaze et filtré, Repérer le pic du lysozyme (s°1l v a plusieurs pics) et la con-
centration en g.dm 3,



REMARQUE : attention a l'arrét de 'appareil ; laver [a colonne avec de ['eau pure dégazde
et filtrée pendant au moins 1 heure sous un debit de 1emdmin — 4 pour éviter toute
cristallisation des sels du tampon dans la pompe. Finir le lavage par un mélange fltré
d'eau méthanol 90 V-10 V.

3.6. Extensions possibles de la manipulation

Etude de quelques propriétés du lysozyme sur 'extrait E, en particulier détermination des
constantes cinétigues K,, et V,,.

* Préparer a partir de la solution-meére le substrat a 0.4 g.dm -3 des solutionsfilles en
tampon pH 8,2 4 0,04, 0,08, 0,12, 0,20, 0,30 g.dm ~ 3,

* Pour chacune des six solutions de substrat, enregistrer '« absorbance » 8 450 nm en
fonction du temps en suivant le protocole exposé en 3.3 et en utilisant 100 pl de E dilué
10 fois (& modifier éventuellement en fonction des résultats obtenus).

En déduire K,, et V,, exprimés en unités judicieusement choisies.

REMARQUE : toute cetfe manipulation peut &fre adaptée avec utilisation d'une mini-
colonne, ce qui diminue la quantité de CM cellulose & utiliser, done le prix de revient.

4. ANALYSE DES RESULTATS

4.1. Expression de la concentration en protéines
des différentes fractions

* Tracer la courbe d'étalonnage ou calculer la droite de régression A = f (pg sérumalbu-
mine dans la prise).

* Déduire la guantité x en yg de protéines dans la prise p diluée d fois.

w10

5 d g,dm_ 3 de protéines, exprimée en sérumalbumine

Pour chague fraction: p=
bovine.



4.2. Expression de la concentration d'activité catalytique
du lysozyme des différentes fractions

* Tracer sur un meme graphe « A » .. o
» Commenter ["allure de ces courbes,

=1 (temps) pour les M, F,, F,, F; et E,

. M 450 nen
* Dans la partie linéaire, déterminer — pour p cm? de fraction diluée D fois.
AT en min
- . AA/min .
Cate en unités arbitraires = ————— par cm? de fraction.
10-3pd

4.3. Compléter le tableau 31.1II.

Tableau 31.111.
Protéines i . Activitd enzymatique
Fractions Volume _ i t:,.,. _ )
Vem? | mgem - ?|  Protéines | récupéré | UWem=~? I dans | o | AL
totales en mg| la fraction i récupéré | Umg ™'
: - | I
M i |
F, . | |
Fa ! i I
Fa i | | [
E |
{ |
. ;
Protdines ) Acthvitg |
Bidan récupérdes | Jooal FCUpaae | % global

En déduire pour fe passage de |a fraction M a "extrait E :

Activité totale de E

# |g rendement = ® 100

Activité totale de M
« I'enrichissement = . CUvité enzymatique specifique de E
Activité enzymatique spécifique de M

Commenter les valeurs trouvées.

4.4. Pureté de |'extrait E

4.4.1. Observation et analyse de I'électrophorégramme

La fraction E peut-elie étre considérée comme pure 7



4.4.2. Utllisation de |'absorbance a 280 nm

Calculer le coefficent d'extinction massique du lysozyme pur en cm -~ 1g =~ 1 dm? ainsi que
celul de M'extrait E. Conclure.

4.4.3. Analyse en CLHP

« D'aprés le profil d'élution de E, conclure sur la pureté de la fraction.

« S5i un dosage par talonnage externe a &1é réalisé, comparer le résultat abtenu avec
celul founi par le dosage colorimétrique. Le résultat peut étre fourni diirectement par 'in-
tégrateur, sinon on appligue la formule :

surface pic du lysozyme de E 1
= — KNPy Ko

» Surface du pic du lyzozyme &talon il

N
g.dm -3
P Etant exprimeée en g.dm ~ -,
Quelle masse de lysozyme at-on extrait & partir du blanc d'ceuf ?

Faire une synthése de i'ensemble des résultats. Conclure sur I'efficacité de la manipula-
tion compte tenu qu'll v a une seule étape de purification en utilisant un échange d'ions.
Comment pourrait-on optimiser la technique 7
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Exercice n® 1:

Rappeler le mode d'action du lysozyme sur la paroi bactérienne. Justifier le numéro de
code de cette enzyme E.C.3.2.1.14.

Exercice n® 2 :

Dans le protocole proposé, pourguoi at-on choisi d'utiliser une cellulose échangeuse de
cations de préférence a une cellulose échangeuse d'anions 7

Exercice n® 3 :

Ecrire les équations des réactions correspondant & la fixation puis a "élution du lysozyme
sur ta CM cellulose.



Exercice n®* 4 :

Rechercher |a documentation nécessaire et caiculer le prix de revient de la manipulation.

Exercicen® 5:

Dégager la difference de signification entre un dosage basé sur |"activité enzymatique et
un dosage (comme la CLHP) basé sur le taux en protéine.

Exercice n® 6 :

Quelle méthode pourrait-on utiliser pour concentrer I'extrait E obtenu ? Proposer des
moyens de conservation de 'enzyme concentrée,

CORRECTION DES EXERCICES

Exercice n® 1 :

Hydrolyse de la parol bactérienne entre la N-acélylglucosamine et I'acide N-acétyl
muramigue. Le numéro de code commence par 3 (hydrolyse) puis 2 (liaison osidigue).
Exercice n® 2 :

On choisit de fixer [a protéine a isoler qui représente environ 10 % des protéines totales,
ce gui nécessite moins de phase stationnaire.

Exercice n® 3 :

COO~ Na*g + Lys*, @ COO " Lys*, +MNa*,
Ao — = e

-
= fixation : sens @

- E&lution sens @par augmentation de la force ionique du tampon.

Exercice n® 5 :

La détermination d'une activité enzymatigue est un dosage biologique spécifiqgue appli-
cable sur un mélange alors que le dosage par CLHP est un dosage non spécifique, basé
uniguement sur la nature protéinigue, qui suppose la séparation préalable de I"enzyme.

Exercice n* 6 :

- Concentration par ultrafiltration.
- Conservation sous forme lyophilisée ou en suspension dans une solution de {NH aln S0,
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Le but de cette manipulation est :

* d'utiliser une technique chromatographique sur colonne de gel biospécifique
pour isoler une protéine a partir d'un mélange complexe ;

= de tester la pureté de la fraction obtenue par électrophorése ;

* de déterminer le rendement de récupération en protéines.

- TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

gel d'affinité ;
ligand-affinant ;
interaction biospécifigue ;
capacité de fixation ;
pureté d'une protéine.

]

1. PRINCIPE

La chromatographie d'affinité utilise 'adsorption spécifigue et réversible d'une molécule,
["affinant A sur un ligand L de structure complémentaire, immaobilisé sur un support inso-
luble M :

M-L+A — M-=LA

Apres avoir rincé la colonne poor €liminer les autres molécules non adsorbées du
mélange on désorbe 4
M=1LA — M=L+A

Dans le cas particulier analysé ici ;

* On choisit un ligand plurispécifiqgue - le bleu de cibacron — qui montre une affinité pour
certaines protéines : albumines, interféron, déshydrogénase, kinases, Dans le sérum,
I"albumine étant a concentration tres elevée on peut considérer ce gel comme speécifique
de cette protéine. Les autres protéines sériques sont filtrées avec le premier tampon.

« L'albumine fixée est ensuile &luée par élution non spécifigue en augmentant la force
ionigue du tampon.

+ On mesure I'absorbance a 280 nm des fractions obtenues en sortie de colonne, ce gui
permet de tracer le profil d'élution,



« 0On vérifie |la pureté des deux « familles «» de protéines obtenues par éectrophorése sur
gel de polvacrylamide ou sur acétate de cellulose {on peut également vérifier la pureté de
I'albumine par immunoglectrophorésea).

« On peut compléter la manipulation par une analyse guantitative des résultats,

9. REACTIFS ET MATERIEL

2.1. Pour la séparation

Eleu de cibacron fixé sur agarose fourr hydraté par IBF.

Cotonne de chromatographie.

Systéme d'injection.

Collecteur de fractions ou tubes » jauges » a 2 ml.

Eventuellement pompe péristaltique & débit constant,

Sérum humain décomplémenté. Bien respecter les consignes de sécurité pour |'utilisa-

tion de produits biologigues d'origne humaine {voir chapitre 7).,

Tampon | de lavage : trisHCI 0,05 mol.dm =< + KCI 0,1 mol.dm ~ = & pHT.
Tampon [l d'&lution : tris-HCI 0,05 mol.dm ~ 2 + KCI 1,5 mol.dm ~ 2 & pH7.

2.2. Pour le suivi de la séparation

Suivant le matériel dont on dispose ;
~ ou systéme de détection en continu réglé a 280 nm et relié a un enregistreur ;
~ pu cuves plastiques pour lecture en lumiére UV et spectrophotométre réglable a 280 nm.

2.3. Pour la vérificatilon de la pureté des fractions
protéiniques

Vair « réactifs et matériel » dans le chapitre 17.



3. MODE OPERATOIRE

Respecter toutes les précautions expérimentales indiquées dans le tableau 32.1. pour la
chromatographie de gelfiltration.

Tableau 32.1.

Temps Mamipulation

~ Utikiser 30 em? de gel rincé dans le tampon |
al degaze.

— Equilibrer la colenne avec e fampon |,

- Régler le débat & 0,5 cm? min— 7.

l Préparation de la colonne

- Déposer 0,5 cm® de sérum. Ouvrir la colonne.
Commencer Mélution (dventualleament daclenchar
Fanragistraur),

— Faire une électrophorése témon du sérum déposé
dilwe deux fois,

= Masurer 'absorbance 4 280 nm d'ure partio
adequate du sérum wtilise dlué 50 fois. Solt As,

} Diapdat de l'echantilkon

. . R = Recuaillir les protéines non fixsas par fractions
Premier temps de la séparation T p—Y
— En masurer l'abgsorbance & 280 nm en prenant
comme référence e tampon |
= Apras la sorlie des globulines
{refour & une absorbance nulle}, changer de tampon.

Y

Dewaame temps de la saparation

~ Eluer lafbumane fixde aves e tampon || de force
OnAgUe levde,

= SHuivra ['bluton comme pracédammant en prénant
comme référence & fampon 11

- Continuer Mélution jusqu'a ce que Fabsorbance
& 280 nm redevienne basse,

Y

Test de puraté des fractons

= Faire une dlectrophorésa des deux raclions
correspondant aux deux pics délufion principaux.
A cause de la dilution chromatographique
faire 4 dépdts superposés das fractions éludiées.

« Reéeqguilibrer la colonne avec le tampon .
» Récupérer le gel aprés avoir noté la hauteur de gel dans ia colonne.
» |Le conserver au réfrigérateur en suivant les consignes du fabricant,

|



" 4. EXPLOITATION DES RESULTATS

4.1. Analyse qualitative

= A partir du profil d'élution enregistré ou de I'histogramme traceé en utilisant les
mesures d absorbance a8 280 nm des différentes fractions :

- gonclure sur |'allure des pics et |a separation chromatographique ;

— calculer le RS entre les deux fractions principales et discuter le résultat ;

— calculer le nombre de plateau théorigues N par métre et le HEPT (voir chapitre 15) ;

- galculer le facteur de dilution pour I'atbumine.

+ Observer les électrophorégrammes des fractions étudigées

Conclure sur la pureté de |"albumine obtenue et la qualité de la séparation chromatogra-
phigque.

4.2. Analyse quantitative

« Calculer le pourcentage de protéines totales récupérées.

LA
= % 100
As x 50
. Albumine
= Les resullats experimentaux permettent-ils d'évaluer le rapport ————— du sérum
utilisé ? Globulines

Conclure sur I'optimisation possible de la manipulation en prenant en compte les objec-
tifs suivants : vitesse de séparation, charge de la colonne, pureté de |"albumine.



5. EXERCICES

S —

Exercicen® 1 :

La capacite d'absorption de gel utilisé vis-a-vis de la sérumalbuming humaine et de
12 mg.cm — 3. Montrer gue la quantité de gel utilisée est suffisante dans la manipulation
effectuée (on admet gue la gquantité de support doit &tre au moins égale a cing fois |a
valeur théorigue).

Exercice n® 2 :

Quelle manipulation complémentaire serait indispensable pour calculer le pourcentage de
récupération de la sérumalbumine ?

Exercice n® 3 :

Si on utilise le bleu de cibacron pour purifier une déshydrogénase a coenzyme pyridinigue,
guel mode d'élution choisira-t-on 7

CORRECTION DES EXERCICES

Exercice n® 1 :

0,5 cm? de sérum apporte environ 40 mg d'albumine. Nécessité d'une capacité d'absorp-
tion de 200 mg. Or 300 cm? de gel représente une capacité de 360 mg.

Exercice n® 2 :

Dosage spécifiqgue de la sérumalbumine.

Exercice n® 3 :
Elution avec une phase mobile renfermant un coenzyme pyridinigue.
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Le but de cette manipulation est :

* de maitriser I'utilisation du chromatographe et de ses annexes ;

+ d'etudier quelques parametres influengant la séparation (structure du soluté,
pouvoir éluant de la phase mobile, débit) ;

* d'appliquer quantitativement la technigue a un dosage de caféine dans diffé-
rentes boissons par la méthode d’'étalonnage exteme.

® TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS :

* fine granulométrie ;

* haute pression ;

* chromatographie en phase réverse ;
* force élutive ou pouvoir éluant ;

* @lution isocratique ou en gradient ;

= traitement préalable de I'achantillon.

P . T i R —

1. PRINCIPE DE LA MAHIPULATIOIN

Toute chromatographie peut étre transposée en chromatographie liquide haute perfor-
mance ou CLHP a condition de disposer d'un matériau de garnissage de colonne gui sup-
porte les hautes pressions.

Cette manipulation consiste a séparer et identifier des alcaloides dérivés de la purine
(théobromine, theophylling et caféine) dans différentes boissons et d en doser |a caféine.

La technique utilisée est le CLHP de partage, a polarité de phase inversée ; |a phase fixe,
de fine granulométrie, est une silice greffée rendue apolaire et |a phase mobile est un
meélange polaire méthanaol-eau utilisé dans des conditions isocratiques. L'élution est sui-

vie par spectrophotométrie 8 254 nm. La détermination quantitative de la caféine sera
effectuée par la méthode de I'étalonnage externe.
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2.2. Préparation des solutions

2.2.1. Phase mobile

Meéthanol de gualité spéciale CLHP (servira €galement & réaliser toutes les solutions
standards, inconnus et toutes les dilutions),

2.2.2. Solutions standards

+ Caféine : solution-mére & 1 g.dm ~ 7 dans le méthanal.

« Théophiiline : solution-mére 3 0.5 g.dm ~ * dans le méthanol.
» Théobromine : solution-mére 4 0,1 g.dm ~ & dans le méthanol.
{Difficulté de dissolution.)

2.2.3. Echantillons a analyser
+ Mélange caféine + théophilline + théobromine respectivement 20,5, 0.5 et 0,1 g.dm ==
dans le méthanol.

*= Thé léger filtré (I'eau chaude permet 'extraction de la caféine). Noter la masse pesée
et le volume d'extraction.

* Cocacola® dégarzé par agitation énergique (Cocacola® normal et Cocacola® « light »
sans caféine).

3. MANIPULATION

3.1. Conseils pratiques

* Des précautions s'imposent pour maintenir en bon état les tétes de pompe, la colonne

ete. :

- filtrer au préalable phase mobile et solutions sur membrane pour éliminer toute parti-
cule ;

- éviter d'imposer de brusques variations de débit, donc de pression, a la colonne ;

- gviter de dépasser une certaine pression fixée par le constructeur ;

- dégazer les solutions injectées environ 20 min dans une cuve a ultrason ;

4



= protéger la colgnne par une précolonne ;

= rincer en fin de manipulation la boucle et la colonne avec I'éluat (éventueliement avec
du solvant pur) ;

- ne pas laisser |a colonne se sécher.

» Précautions indispensables pour obtenir des résultats cormects :

- rincer 'ensemble seringue-injecteur avec la nouvelle selution avant toute injection ;

- tourner la poignée de la vanne d'injection le plus rapidement possible ;

— maintenir le réservolr de solvant pratiquement fermé pour éviter |"évaporation des sal-
vants qui modifierait la composition de la phase mobile et la contamination par 'atmo-
sphére ;

— démarrer ['enregistrement simultanément & 'injection,

3.2. Découverte de |'appareillage-montage
et mise en route

Pour les détails opératoires, consulter la notice du constructeur.
* Reconnaitre les différents modules.

» Réaliser le montage du chromatographe et de ses annexes et en faire un schéma fonc-
tionnel.

¥ Amorcer la pompe.

« Equilibrer la colonne avec la phase mobile pendant 20 min et vérifier la stabilité de la
ligne de base.

» Reégler le zéro du détecteur,

e Régler I"'enregistreur ou l'intégrateur en choisissant notamment la vitesse de défile
ment du papier et "atténuation ; ¢es deux paramétres seront modifiés en fonction des
résultats obtenus.

« 5 on dispose d'un intégrateur, on s'initiera & 'utilisation de ses fonctions principales ;
identification des pics, programmation des différents types de méthode (pourcentage
d'aires, standard externe).

3.3. Etude de quelques parameétres

3.3.1. Expérience préliminaire

L]

Conditions opératoires initiales :
phase mobile méthanol-eau 40 v-60 v ;
volume injecté 10 pl ;

débit 0,8 cm? min—1;

= détection a 254 nm.

Injecter |a solution-mére de caféine & 1 g.dm ~ 3,



* Faire une analyse critique du pic obtenu &t modifier éventusllement la quantité injectés
(dilution de |a solution-mere) et les réglages de l'intégrateur,

« Recommencer |'expérience.

* Injecter du méthanal pur pour bien observer le temps mort t,, de la colonne.

3.3.2. Influence de la structure chimique dans une famille
de dérivés puriques
* |pnjecter les solutions standards de théophilline et de théobromine.

= Noter les temps de retention tg.
* Faire un essai de répétabilité.

3.3.3. Analyse d'un mélange des trois dérivés puriques

Ohserver et critiquer la séparation des trois constituants.

3.3.4. Influence du débit

» Tester des débits de 0.6 cm?.min ~* et 1 crm®.min
* Moter les temps de rétention et les pressions appliguées pour obtenir ces déhits.

1

3.3.5. Influence de la phase mobile

* Tester les mélanges methanokeau 35 w65 v [ 30 w70 v [ B0 w40 v ;
* [(bserver la séparation des pics.

3.3.6. En fonction du matériel disponible

Modifier ;

= |& volume de |la boucle ;

— le volume mort ;

— la colonne (silice greffée en Cg par exemple).

Pour la suite de la manipulation, tenir compte des résultats précédents pour fixer le débit
et la composition de la phase mobile.

Si on dispose d'un appareillage permettant de travailler en gradient de polarité, utiliser
les résultats précédents pour choisir e gradient.

3.4. Dosage de la caféine

* Choisir pour 'intégrateur le mode de calcul préprogrammeé : = méthode avec &talon
externe ». Cette méthode est utilisable puisgue les injections sont rigoursusement iden-
tiques en volume.

* Injecter la solution standard de caféine & 0,25 g.dm ~ 7 (on pourra doubler cette injec-
tion).
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- les pourcentages d'aires permettent-ils de conclure en pourcentages de composition
massique 7

& [Discuter I'influence du débit sur tH et sur la HEPT.
* Lethé et le Coca cola contiennent-ils les trois dérivés puriques étudiés ?

Conclure sur ¢

— le choix d'un systéme chromatographigue en fonction de la nature de I'échantillon ;

— l'optimisation d'une analyse en CLHP aprés avoir défini les objectifs a atteindre et les
paramétres dont on dispose.

4.2. Analyse quantitative

Déeterminer ;
- lateneur en caféine exprimée en g.dm -~ 2 de Coca cola ;
— lateneur en caféine exprimée en g.g ~ 1 de thé,

En déduire la quantité approximative de caféine absorbée par verre de Cocacola® et par
tazse de thé.

Le Cocacola® « light « est-il exempt de caféine ?

5. EXERCICES

Exercice n® 1 :

Four les quatre exemples suivants importants en biochimie : glucides, acides aminés,
acides nucléigues et protéines, proposer une méthode séparative par CLHP en précisant
la phase fixe, Ia phase mobile, le détecteur.

Exercice n® 2 :

Pourguoi chaisit-on souvent la longueur d'onde de 254 nm pour la détection des solutés
dans I'effluent 7

Exercicen® 3 :

Des plagques par CCM en phase inversée sont commercialisées. Prévoir 'ordre de RT sl on
sépare sur une telle plague de silice greffée un mélange des trois dériveés puriques étu-
diés.
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» Manipulation (2) :

— solutions étalons pour I'Gtalonnage interne : &thanol dans 'eau a 10 g.dm ~ 2 ; butanol
dans l'eau & 10 g.dm ™3 ;

— produits & analyser : vins, liqueurs, prises d'échantifion au cours d'une fermentation
préalablement traités,

3. MANIPULATION

3.1. Précautions expérimentales

- Tout échantillon doit subir un traitement préalable : filtration, séchage, dérivation.

— Vérifier les paramétres suivants dés le début de la manipulation : débit de la phase
gareuse, débit de 'hydrogéne, débit de "air, température du four en se plagant dans des
conditions isothermes pour une premiére analyse, températures de U'injecteur et du
détecteur.

— Respecter les températures extrémes d'utilisation de la colonne conseillées par le fab-
ricant.

- Régler la température de l'injecteur environ 30 °C au-dessus de la température de la
colonne.

-~ Ne pas courber I'aiguille au moment de son introduction dans |le septum de |'injecteur.
— Rincer plusieurs fols la seringue avec |"échantillon avant ['injection.

— Toute injection devra étre renouvelée une fois pour tester la variabilité du temps de
retention.

= Injecter toujours un volume faible, de I"'ordre du microlite.

— 5i la substance & analyser doit étre dissoute, chaoisir un solvant qui n'a aucune affinité
pour la phase stationnaire,

- Injecter I'échantillon dés que l'aiguille est enfoncée.

Mettre en marche |'intégrateur simultanément a "injection.

Changer le septum toutes les cinguantes injections environ.

Conserver les colonnes bouchées a chague extrémité,

|

3.2. Découverte de I'appareillage et mise en route

Bien respecter les régles de sécurité inhérentes & 'utilisation de bouteilles de gaz
comprimes ;. elles doivent étre attachees par une chaine et éventuellement placées a
I"extérieur {hydrogane),



= Faire un schéma fonctionnel du chromatographe.

Observer la ou les colonnes.
- Se familiariger avec ['intégrateur,

— Suivre la notice d'emploi pour réaliser les différents allumages et réglages.

Attendre |a stabilisation en température du four, de I'injecteur et du détecteur.

Attendre la stabilisation du débit de I'azote et de 'hydrogéne.

3.3. Manipulation (1) : étude de gquelques paramétres

— Rechercher au prézalable les températures d'ébullition des alcools analysés.

- Utiliser 'intégrateur en méthode % d'aire aprés avoir réglé I'atténuation et la vitesse de
déroulement du papier.

3.3.1, Essai préliminaire : injection d'éthanol pur

= Volume injecté ; 1 pl.

Température du four - 100 *C.
Température de l'injecteur ; 130 °C.
Température du détecteur : 130 °C.

Fression de I'azote en téte de colonne : 1.2 bars.

En fonction du pic obtenu, modifier 'atténuation de I'intégrateur et la sensibilité du chro-
malographe.

Recommencer 'expérience avec un volume diinjection de 2 pl, avec de I'éthanol ordi-
naire. On pourra également modifier la température du four.

3.3.2. Determination du temps mort

Iinjecter 1 pl d'un hydrocarbure non retenu @ heptane ou hexane.

3.3.3. Détermination des temps de rétention d'une série homologue

Injecter successivemnent du méthanol, du propan-1 ol, du butan-1 ol.

3.3.4. Comparaison des temps de rétention de deux isoméres

Injecter du butan-2 ol, puis du butan-3 ol.



3.3.5. Résclution d'un mélange

* |njecter le mélange dalcools a analyser. Observer la qualité de la séparation et les
temps de rétention.

o Tester ensuite l'influence des facteurs expérimentaux sulvants sur la séparation :
température de la colonne (110 °C, 120 °C...}) ;

— programmation de température de 70 °C a 120 °C avec un gradient de 10°/min ;
débit du gaz vecteur.

En fin de manipulation, on pourra changer la colonne (longueur, phase stationnaire moins
polaire),

3.4. Manipulation (2) : dosage de I'éthanol par la méthode
de I'étalon interne

3.4.1. Préparation des solutions étalons

On dispose d'une solution-mére d'éthanol dans I'eau & 10 g.dm ~ - et d'une solution-mére
de butanol dans I'eau & 10 g.dm 3,

- Préparer dans des fioles de 10 ml des solutionsfilles d'éthanol 3 1, 2, 5, 7 g.dm~ 3
d éthanol.

- Mélanger dans des piluliers bouchant hermétiguement, volume a volume, les diffé-
rentes solutions-filles d'éthanol et fa solution-mere de butanol.

3.4.2. Préparation des échantillons a analyser

Le principe est de mélanger I"échantillon préalablement traité volume & volume avec la
solution-mére de butanol & 10 g.dm 2.

* Pour les boissons alcoolisées, distiller au préalable |'"&thanol (voir chapitre 5) en réflé-
chissant au facteur de dilution.

« Pour un suivi de fermentation, centrifuger le prélévement 20 min a4 400 g puis filtrer le
surnageant avec un filtre type Millipore (membrane de 0.5 pmj. Diluer éventuellement le
filtrat.

3.4.3. Dosage

* Choix des conditions opératoires :

volume injecté @ 2 pl :

temperature du four ; 120 °C ;

température de l'injecteur et du détecteur : 140 °C ;
pression du gaz - 1,2 bars,

* [njecter successivement les cing solutions &talons, puis les différents échantillons trai-
tés & analyser.

» Noter les aires indiquées par Uintégrateur.
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Exercice n® &5 :

Ung colonne capillaire a une longueur de 10 m, un diamétre interne de 0.25 mm, une
épaisseur de film de 1 pm. Quel est son volume mort 7

Exercice n® 6 :
=0it 'aspect du pic de ["acetone sur carbowax 20 M (fig. 34.2.).

f Uy A b

asec 45°C RRC &6°C 15°C
Fig. 34.2.

Que conclure sur la température d'utilisation de cette colonne 7

CORRECTION DES EXERCICES

Exercice n® 1 :
Phase stationnaire hydrophobe.
— Bien régler la température de la colonne ; bien régler le débit du gaz vecteur.

- Diminuer la température, augmenter la longueur de la colonne, diminuer le débit, aug-
menter le pourcentage d'imprégnation.

1



Exercicen® 2 :

Pour diminuer leur température d"ébullition {on empéche I'établissement de liaisons
hydrogéne intermoléculaires),

Exercice n® 3 :
- Chromosorh @ support plus ou momns poreux et naturel.

- Carbowax : phase stationnaire d'imprégnation { polymére hydrophile).

20 M : polymeére de masse molaire 20 000,

2 % 1 taux d'imprégnation.

Exercice n® 4 :

(@ — maonter la température de la colonne ;
— raccourcir la colonne ;
— reyoir le choix de la colonne,

ibp — diminuer la guantité injectée ;
— augmenter le taux d'imprégnation :
- augmenter la température de l'injecteur.

Exercice n® 5 :
0,50 cm?.

Exercice n® 6 :

Utiliser la colonne & température supérieure a 60 °C {supérieure a la température d'ebulli-
tion de 'acétone) car la phase stationnaire et visqueuse a température plus faible.
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La synthése peptidigue a permis 'approche et |a résolution de nombreux problémes bio-
chimigues. Par exemple, citons la conception et ["évaluation d analogues d'hormones et
de neuromédiateurs peptidigues, la synthése de substrats d'enzymes et de leurs inhi-
biteurs et la synthése de séguences protéigues correspondant a des épitopes, ce qui a
permis ainsi la production d'anticorps,

Les méthodes les plus utilisées sont des méthodes chimigues, nécessitant de nom-
breuses étapes, notamment la protection sélective des chaines latérales, 'activation du
groupement carboxyligue et la déprotection, totale ou partielle. Cette série de réactions,
délicate a réaliser en solution, a été simplifiée par [Nintroduction de méthodes en phase
solide, notamment grace a Merrifield en 1963, Le princip2 en est I'extension de la chaine
par son extrémité C-terminale, aprés fixation covalente du premier aming-acide sur une
résing. |l est donc relativement facile de séparer le peptide des différents réactifs au fur
et a mesure de la synthése. Les appareillages automatigues utilisent ce procédé en con-
tinu, les difféerents réactifs, introduits par des pompes, circulant alternativement sur |a
colonne,

Deux stratégies principales s'appliguent a cette synthése :

- La synth&se utilisant les BOC-aminoacides, dans lagquelle les amino-acides sont
bloqués a leur extrémité N-terminale par un groupement tertiobutyloxycarbonyle.

- La synthése utilisant les FMOC-aminoacides, dans laguelle les amino-acides sont
blogqués 3 leur extrémité MN-terminale par un groupement fluorényiméthoxycarbonyle,

Dans le premier cas, la déprotection en cours de synthése s'effectue avec de "acide
trifluorcacétique, mais pour séparer le peptide synthétisé de la résine, il faut utiliser
de 'acide trifluorométhanesulfonigue. Dans le cas de I'emploi des dérivés FMOC,
d'utilisation plus récente, le déblocage en cours de synthése se fait par une basa,
généralement la pipéridine dilugée (20 %) et I'acide trifluoroacétique permet, en fin de
synthese, I'hydrolyse de la liaison peptide-résine. L'utilisation d'acide trifluoroacétigue
dilué {1 %) permet de conserver la protection des chaines latérales, ce gui est un avan-
tage lorsgue 'on veut ultérieurament condenser plusieurs fragments peptidiques entre
e,

A coté de ces deux principales méthodes de synthése, de nombreux travaux ont montré
qu'il est également possible d'utiliser des protéases pour synthétiser des liaisons pepti-
digques. Pour résumer l'ensemble des méthodes décrites a ce jour, nous les classerons
en deux groupes :

1. Celles par inversion de la réaction d'hydrolyse

Dans ce cas, 'enzyme est utilisée pour atteindre I'état d'éguilibre {généralement peu
favorable & la synthése). Des rendements significatifs peuvent étre obtenus :

- &n présence de fortes concentrations de solvants organiques ;

- en déplacant I'équilibre par consommation d'un des produits {par précipitation par
exemple) ;

- dans un systéme biphasique ol le produit, plus soluble dans le solvant organique, est
soustrait du milieu agueux au fur et a mesure de sa formation.



2. Celles par aminolyse d'un ester de ['acide carbox yligue

Dans ce cas, 'enzyme réagit rapidement pour former un intermédiaire acyl-enzyme gui
réagit avec un nucléophile pour former a liaison peptidique. Ce schéma peut s'appliguer
aux protéases a sérine ou a cystéine.

Des synthéses variées ont été réalisées a ce jour en utilisant I'un ou I'autre de ces deux
types de méthodes. De nombreuses mises au point ont &€ consacrées a ces applica
tions [1-4).

Les avantages de I'emploi de protéases sont essentiellement la stéréospécificite (pas de
risque de racémisation) et la non-nécessité de bloguer les chaines latérales des acides
arninés, du fait de la spécificité des enzymes.

Nous illustrons ce nouveau type d'utilisation des enzymes par la synthése de |"aspartam,
en présence de thermalysine, Cet édulcorant de synthése est un dérivé dipeptidique, de
structure ;

Asp—Fhe-0OMe

Sa synthese par vole enzymatique a fait I'objet d'un nombre relativement important de
publications qui ont notamment servi aux développements théoriques des principes de ce
mode de synthése peptidigue [5-7].

Pour compléter cette suggestion d'expérience, nous proposons le dosage spectrophoto-
métrigue de l'activité enzymatique de la thermolysing, en utilisant un substral synthé-
tigue. L'expérience peut étre développée, complétée et utilisée d'un point de vue pédago-

gigue.
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1. SYNTHESE DE L'ASPARTAM
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L'aspartam est un édulcorant trés utilisé, C'est 'ester méthyligue du dipeptide aspartyl-
phénylalanine {Asp-Phe). Il peut étre synthétisé par voie enzymatique,en présence de ther-
molysing, 8 pH 7. La thermolysine est une métalloprotéase a zinc extraite de Bacillus
thermoprotéolyticus. Elle est relativement stable & température ambiante et son activité
est optimale au voisinage de la neutralité. La synthése de "aspartam peut étre réalisée
comme suit [5] :

£ —Asp—-0H + (L) — Phe - OMe

l thermolysine
£ — Asp - Phe - OMe {insoluble)
¢ H./Pd
Asp - Phe - OMe (Aspartam)

It faut noter gue, compte-tenu de la stéréospécificité de 'enzyme, on peut utiliser le
meélange racémigue : (D.L) Phe-OMe, moins codteux. De plus, dans ce cas, on obtient un
complexe insoluble Z-Asp-Phe-OMe, (D)-PheOMe, & partir duquel le Z-Asp-Phe-0OMe est
récupérée par lavage du précipité avec HCI.

1.1. Produits

- Thermolysine (extraite de B.thermoprofeolyticus) (E.C. 3.4.24.4.) Boehringer Mannheim
{Ref. 161586].

- Z-L-Asp (Bachem).
L-Phe-OMe (Bachem).

Formiate d"ammaonium,
Palladium/carbonate de calcium (5 % Pd) : catalyseur de Lindlar (Merck).

Solvants chromatographigues :
A @ Butanol : 50 ml ;
MH.. Ho0 & 3 % : 22 ml,
B : Butanal : 50 mi ;
CHLCOO0H @ 5 ml
H,0 : 13 ml.

- Plagques chromatographiques de silice : Merck-DC-Alufolien Kieselgel 60 F254
Art. 5554.



1.2. Protocole expérimental

1.2.1. Controle de la pureté des produits

Dans un premier temps, on contrélera la purelé des produits par chromatographie sur
couche mince.

Préparer 5 ml des deux solutions suivantes : Z-(L)-Asp et LPhe-OMe & 4 mg.ml ~ ! dans
C.H OH.
Effectuer une chromatographie sur couche mince de silice. Laisser migrer enviren 10 cm

d'ung part dans le solvant. A et d'autre part dans B. La visualisation peut se faire sous
une lampe UV (a8 254 nm).

Calculer les Rf des deux produits dans les deux solvants A et B,

1.2.2. Synthése du précurseur de 'aspartam

Dissoudre dans 5 ml d'eau 2687 mg (1 mmole) de Z-L-Asp et 2155 mg (1 mmole) de L
PheOMe, Ajuster le pH & une valeur comprise entre 6,5 et 7.5, {Utiliser de préférence un
systéme de thermostatisation maintenu a 30-40 °C).

Au temps t = O, gjouter 500 pl d'une solution de thermolysine, préparée a 20 mg.ml -~
dans H,O. Prelever et déposer toutes les 30 minutes une goutte du milieu réactionnel sur
une plague de silice, sur laquelle on dépose également les deux molécules de déepart
(& partir de 30 minutes environ, on voit apparaitre un trouble). La réaction est généra-
lement terminée au bout de 5-6 heures environ.

1.2.3. Synthese de l'aspartam

La déprotection du groupement benzyloxycarbonyle peut étre faite de deux maniéres .

a. Hydrogénation catalytique par H,
Ce procédé nécessite un appareillage d'hydrogénation et de 'hydrogéne gazeus.

b, En présence de formiate d'ammonium et de paliadium active

Pour cela on dissout le précipité obtenu précédemment dans 2 mil de méthanol. Ajouter
126 mg (2 mmeles) de formiate d'ammonium. Ajouter 50 mg de palladiom {5 % Pd). On
laisse évoluer la réaction & température ambiante pendant environ 30 minutes, On centri-
fuge pour liminer le catalyseur et on filtre le surnageant (utiliser une pipette Pasteur rem
plie de cotan), On lave la pipette Pasteur avec 1 ml de méthanol. Récupérer le filtrat dans
un petit bécher ou un ballon rodé. Evaporer soil au rolavapeur soil aves un séche-
cheveux. Redissoudre le résidu dans H.0 (5 ml} et lyophiliser de préférence.

1.2.4. Caractérisation de 'aspartam

* (Chromatographie sur couche mince
On peut utiliser le solvant B vu précédemment et révéler soit sous UV a 254 nm, soit
avec de la ninhydrine.

m



* HPLC en phase réverse

On peut utiliser une colonne de type 0DS2 (PharmaciaLKB) ou LiChrospher 100 RP-18
(5 pm) (Merck) de 25 cm. De nombreux &luants peuvent étre utilisés. Pour une élution
isocratique, utiliser par exemple un mélange KH,PO, 0,05 M (pH 2.5} - acétonitrile {G0-
40). La détection se fait 8 210 nm.

1.2.5. Questions complémentaires

1. Pourguoi la synthése du précurseur de I'aspartam est-glle possible en phase agususe ?
2. Qu'estl-ce gui conditionne le choix d'une enzyme pour la synthése peptidique 7
3. Comment envisageriez-vous la synthése du peptide suivant : EﬂE-AIa—Phe—Leu—NH:,, ?

2. MESURE DE L'ACTIVITE DE LA THERMOLYSINE

La thermolysine, utilisée dans 'expérience précédente, est une endopeptidase extraite &
partir de la bactérie Bacillus thermoproteolyticus qui appartient a la classe des métallo-
protéases. Sa specificité est dirigée vers les liaisons peptidiques pour lesguelles |'acide
aming en position P'1 (selon la terminologie de Schechter et Berger) [8] est hydrophobe,
de préférence un résidu de phénylalanine ou de leucine. Ce type de spécificité, gouverné
par I'amincacide en P'1 limite beaucoup les méthodes de mesure d'activités puisgu'il
exclut Putilisation de dérivés chromophores ou fluorescents, tels gu'on peut en utiliser
pour les protéinases a sérine comme [a trypsine, la chymotrypsing, eto., c'est-a-dire
notamment des dérivés paranitroanilides d'oligopeptides. Les premiéres méthodes
employées consistaient a doser 'apparition, par leur réaction a la ninhydrine, des groupe-
ments a-NH, libérés aprés hydrolyse. La méthode était longue et ne permettait qu'un
dosage discontinu.

Actuellement, la méthode la plus employée est le dosage spectrophotométrique de la
diminution d'absorbance gui se produit lors de 'hydrolyse de furylacryloyl-di- ou tri-pep-
tides, en particulier du {furyl-2-acryloyl)-3 glycyHeucinamide [FAGLA).

hydralyse

O CH:CH—E—NH—CHE—E—NH—-II:H—CDNHE
17 8 5 o



Nous nous proposons d'étudier la cinétigue d'hydrolyse de ce produit par la thermolysine
et d'en déterminer les paramétres cinétiques.

2.1. Produits

- Thermolysine {extraite de B.thermoproteolyticus) (E.C. 3-4-24-4) Boehringer Mannheim,
Réf, 161586.

— Furylacryloyl-Gly-Leu-NH,, (Sigma, RE&f. H3375).

- HEFES (Sigma, H 3375) (un autre tampon qui tamponne vers 7, comme le tampon
phosphate, peut aussi étre employé).

- CaCl.,.
- Cuves de spectrophotoméetre en quartz.

2.2. Protocole expérimental

2.2.1. Etablissement du spectre de différence

Pour choisir la longueur d'onde d'étude, il est nécessaire d'effectuer d'abord le spectre
de différence entre le FAGLA et ses produits d'hydrolyse enzymatique. Pour cela, préparer
une solution 2 10~ % mol dm ~ 3 de FAGLA dans un tampon HEPES 10 - 2 mol dm =¥ et
CaCl, 10~ 2 mol dm ~ 2 pH 7,2. Dans une cuve (référence) placer 3 ml de substrat (1 ml
si vous disposer de semi-microcuves). Dans une autre (mesure), placer 3 ml de substrat
et ajouter 100 pl d'une solution environ 5 10 - % mol dm -2 de thermolysine (dans le tam-
pon HEPES 10 - % mol dm ~ 2, CaCl, 10 - 2 mol dm ~ 2 pH 7,2). {Prendre une masse
moléculaire de 34,4 kDa pour la thermolysine). Laisser 1520 minutes jusqu'a ce que
I'absorbance, @ une longueur d'onde donnée, n'évolue plus. Prendre le spectre de dif-
férence. Que constatezvous 7 Quelle est la longueur donde pour laquelle la différence
d'absorbance est maximale 7 Calculer Ae 8 322 nm et & 345 nm, Comparer avec les
valeurs de la littérature (Ae = 2300 Lmol ~Ycm -1 & 322 nm et 317 Lmol ~tem -t & 345
nim}, obtenues par Khan et Damall [2].

Comparer les avantages et les inconvénients a effectuer la mesure 3 322 ou a 345 nm.

2.2.2. Détermination des paramétres cinétiques de la thermolysine

Pour cette étude, il est préférable de travailler a 345 nm. Préparer une solutiorrmére de
FAGLA de concentration 2.10 ~ 2 mol dm ~* dans le tampon HEPES 10 - 2 mol dm ~ 3,
CaCl, 10~ 2 mal dm ~ %, pH 7,2. Préparer des dilutions allant de 2,10 - ° mol dm - 3
4 10 - 2 mol dm ~ 2 dans le tampon de travail. Pour chague concentration, placer 3 mi
dans une cuve spectrophotométrigue. Déclencher la réaction enzymatique par addition de
50 pl d'une solution de thermolysine environ 5 10 - % mol dm ~ 2. Déterminer la vitesse
initiale de la réaction. Lorsqu'il est difficile de déterminer avec précision une portion
lingaire, il est possible de déterminer la vitesse de |la réaction de pseudo-ordre 1 (si



[3] ==k, )} & partir de "'expression In [3] = f(t). [S] est obtenu par I'expression (At-A=} /
A, ou A, et A= sont les absorbances a l'instant t et en fin de réaction respectivement.

Déterminer, a 'aide des représentations classiques (Lineaweaver-Burk, par exemple), le
K,, de la réaction d'hydrolyse. A titre de comparaison, les valeurs gue 'on trouve dans les
publications sont d'environ 2 mmaol dm ~ 9,

2.2.3. Extensions

Cette &tude peut &tre complétée par celle des effets du pH et de la température [10],
voire méme de celle de I'hydrolyse d'analogues de type FA-Gly-X-MH.,, o0 X est un ami-
noacide autre gue Leu [11]), Les deux publications citées sont trés utiles pour une banne
compréhension du mécanisme d'action de la thermolysine et peuvent étre la base de
nombreux exercices d'enzymologie, notamment pour des travaux dirigés.

e N e —
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L'urée est un produit terminal du métabolisme qui correspond & I'élimination de "azote
protéique aprés transamination ou désamination ; 95 % de l'uréogénése est localisée
dans |e foie,

Les valeurs normales de 'urée sérique varient avec I'age et vont de 0,15 g.1 ~ 1 pour le
nourrisson jusqu'a 0,30 g1 -1 pour I'adulte. Certaines pathologies sont caractérisées par
des variations significatives de la concentration d'urée. En phase terminale de |'hépatite
algue, par exemple, |a concentration d'urée diminue. A 'opposé, dans le cas de néphrite,
I'urée sérigue peut atteindre des valeurs de 2 g1~ 1,

De ces observations, on voit gqu'il est intéressant de disposer d'une méthode de dosage
simple, fiable et économigue.

La plupart des méthodes actuellement employées pour ce dosage peuvent &tre regrou-
pees en deux familles : les méthodes directes, c'est-a-dire sans réaction préalable de
I'urée, et les méthodes indirectes, c'est-a-dire aprés hydrolyse enzymatique de 'urée par
'uréase.

Méthodes directes

Ces méthodes sont essentiellement colorimétriques. Le réactif le plus utilisé est le diacé-
tylrmonoxime :

CH M H
CHy N-OH axcf,ff" NS
N
C
1_|: . HaN — - | 1
C C
VAN
A C= PN >
CHy o 0 EHEHN/ AN
H. N
CH; “‘x
HG/"’ ‘\N
. [
i
- EH;’; “HN;’ HOH
A =525 nm

hydroxy-3 dimethyl 5,6 triazine-1, 2, 4

La stabilisation de la coloration est réalisée avec de la thiosemicarbazine. Aprés chauf-
fage durant 10 min & 100 °C, on effectue un dosage a 520-540 nm. Une relation linéaire
entre I"absorbance et la concentration d'urée peut étre démontrée dans la gamme 0-450
mg.| ~ 1, Quelques kits commerciaux utilisent cette réaction {Sigma, etc.).

Une autre réaction analogue peut étre obtenue en présence de diméthylbenzaldéhyde
(H,50,/CH,CO0H}. Malheureusement, des molécules telles que la bilirubine et/ou I'hé-
moglobine peuvent interférer sur le dosage.



Meéthodes indirectes

La premiére étape de ces méthodes est I'hydrolyse, par 'uréase, de 'urée avec forma-
tion de |'ion ammonium, NH, ©, et de l'ien hydrogénocarbonate, HCO, ", Les protocoles
de dosage les plus fréquemment employés peuvent étre regroupés en trois catégories de
méthodes.

Méthodes colorimétrigues

L'essentiel des méthodes décrites repose sur la réaction de Berthelot, ¢'est-gdire |a
réaction de NH, * avec l'ion hypochlorite, C10 -, et I'indophénol, en présence de phénol. A
pH alcalin, on obtient une coloration bleue dont 'intensité est proportionnelle a la
concentration de I'ion NH, *.

On peut également avoir une réaction analogue avec le réactif de Nessler,
Méthodes spectrophotométriques

L'ion ammaonium, NH, *, formé au cours de I'hydrolyse peut €tre couplé a la réaction enzy-
matigue mettant en jeu la glutamate déshydrogénase (GDH) :

NH, * + océtoglutarate + [NADH| + H* — glutamate + NAD * + H,0

La formation d'NH, * s’accompagne d'une diminution d'absorbance a 340 nm due a 'oxy-
dation de MADH. Une relation linéaire peut étre démontrée dans le domaine de concentra-
tions d'urée allant de 0 & 2.5 g.1 -1 avec une bonne comélation (r = 0,997) si I'on effec-
tue la comparaison avec la méthode colorimétrigue a la diacétylmonoxime, Cette
meéthode peut étre utilisée aussi bien en point final gu'en mesure cinétique, car les
concentrations sérigues d'urée sont trés inférieures a la valeur du K,, de la réaction urée-
uréase.

Méthodes glectrigues

D'autres méthodes peuvent étre employées © la pH-métrie mesure I'échange de protons
qui a lieu lors de I'hydrolyse de 'urée et "on peut relier lingéairement ApH a la concentra-
tion d'urée. La méthode conductimeétrique peut également étre appliquée. L'apparition
des ions ammonium et hydrogénocarbonate s'accompagne d'une augmentation impor-
tante de conductance. Cette méthode est trés sensible, et quelgues microlitres de sérum
suffisent & la mesure. Elle souffre toutefois de 'absence d'appareillages commerciaux
suffisamment automatisés pour permettre un dosage en routine.

I3



1, METHODE A LA DIACETYL MONOXIME

Cette méthode est rapide, assez sensible et ne demande que peu de matériel.

1.1. Produits

— Solution-&talon d'urée 3 0,4 g1 -1,
= Solution de diacétyle monoxime (sigma-Ref B 0753) a 140 nM.

- Solution de catalyseurs [FEIEI3 1,6 nM ; thiosemicarbazide 3 nM ; H,50, 1,3 M ; H,FO,
4 M),

Ces solutions peuvent élre préparées a 'avance et elles se conservent 6 mois au réfrigé-
rateur,

1.2. Protocole expérimental

Diluer 20 fois la solution-mére d'urée, Préparer une gamme étalon comprenant de O a
100 pl de la solution diluée. Ajouter 1 ml de la solution de catalyseurs, puis 1 ml de la
solution de diacétylmonoxime. Traiter de la méme maniére 50 pl de I'échantillon & doser,
en ayant soin de prévoir plusieurs dilutions,

Porter I'ensemble au bain-maire bouillant & min. Laisser refroidir environ 10 min et lire
I'absorbance a 525 nm.

2. METHODE UTILISANT LA REACTION
DE BERTHELOT

Par action de |'uréase, I'urée est hydrolysée avec formation d'ions NH, *. En sa présence,
I'ion hypochlorite, CIO ~, peut oxyder le phénol pour former |e dérive indophénol qui
absorbe au voisinage de 560 nm.

il



Liintensité de la coloration est fortement augmentée en présence de nitroprussiate de
sodium,

Compte tenu des réactifs gui entrent en jeu dans ce dosage, il peut étre intéressant d'uti-
liser un kit de dosage et d'analyser et de discuter le protocole proposé. De nombreux
fabricants proposent un dosage d'urée selon ce principe. Citons, sans ascung exclusive
- Diagnostica Merck ;

- Sigma ;

- Bioméneux, etc.

En plus de l'initiation a l'utilisation d'un kit de dosage, il est possible de sensibiliser
["&léve ou I'étudiant & des facteurs souvent peu développés en travaux pratiques, tels
que ]

- recherche de la longueur d'onde optimale d'un dosage ;

stabilité dans le temps de la coloration obtenue ;

test de reproductibilité

- comparaison entre des Kits dorigine différente, etc.

Ce dosage, d'un prix de revient modeste, peut parfaitement servir de base i de telles
illustrations.

3. METHODES ENZYMATIQUES

Theed s oa - - . - [ et BT

Comme nous "avons signalé dans introduction, ces méthodes sont basées sur le cou-
plage de I'hydrolyse de I'urée, en présence d'uréase, avec la réaction a la glutamate
déshydrogénase. Un tel dosage peut servir d'illustration aux notions de :

- reactions couplées ;

- dosage en point final ;

- dosage cinéligue.

3.1. Dosage en point final

Dans ce cas, il est néecessaire d'avoir a la fois un couplage efficace {la réaction indica
trice devant se faire a une vitesse supérieure a celle de la réaction auxiliaire} et un temps
de réaction relativement court.
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On peut, & partir de ce dosage, envisager différents développements :

- dosage dans le sérum (prendre une prise d'essai d'environ 510 pl, car les valeurs nor-
males sont de 'ordre de 2,5 a 7,5 mmol.l — 1) ;

— dosage dans 'urine (diluer environ 100 fois) ;

- dosage dans le lait. Pour cela, précipiter préalablement les protéines en additionnant
4 ml d'acide trichloroacétique 0.3 mol.dm ~ 3 a 1 mil de lait. Aprés filtration, effectuer le
dosage avec 50-100 pl de surnageant ;

- dosage de 'ion ammonium provenant de 'ammoniague dans les aliments et 'eau | pour
cela il faut préparer un mélange réactionnel enzymatique ne contenant pas d'uréase. La
comparaison du dosage en présence ou en absence d'uréase conduit au dosage de 'urée
et de l'ion NH, ™ {un certain nombre d'applications de ce type sont contenues dans la bro-
chure : Chimie alimentaire : méthodes enzymatigues pour I'analyse agro-alimentaire, diffu-
sée par Boehringer Mannheim France, 2, avenue du Vercors BP 59, 38242 Maylan Cedex).

3.2. Dosage cinétique

Dans ce cas, on recherche la mesure de la variation (diminution) d'absorbance en fonc-
tion du temps. Pour gue |la mesure puisse se faire facilement, il faut :
- diminuer 'activité enzymatique de la réaction indicatrice (donc diminuer la quantité de
glutamate déshydrogénase)
- maintenir les conditions de couplage, c'est-a-dire que "on doit toujours avoir :

Vy vy

—_— T

Ka Ky

V., Ko étant les paramétres cinétiques de la réaction a la GLDH et V. K, ceux de I'hydro-
lyse de ['urée par l'uréase.

3.2.1. Produits

On peut préparer une solution enzymatique de travail ayant |a composition suivante ;
= NADH : 0,30 mM ;

— w-cétoglutarate : 4 mh

- uréase :2as5000U1 1

- GLDH : 1 & 2 000 U.1~ 1 (dans du tampon Tris-HCI 20 mM pH 8,0).

Cette solution se conserve sans probléme 15 jours au réfrigérateur.

3.2.2. Protocole expérimental

Dans ung cuve de mesure de spectrophotométre, de préférence thermostatée a 25 ou
30 *C. on introduit 2 ml du milieu réactionnel. Déclencher la réaction enzymatique par
addition de guantités variables (de 0 a 20 pl par exempla) de la solution étalon durée.
Mesurer & 340 nm la diminution d'absorbance soit avec un enregistreur, soit tracer la
courbe en fonction du temps a partir des valeurs lues au spectrophotométre, Calculer la
pente de la courbe en vitesse initiale.



Tracer la courbe-étalon obtenue en portant la vitesse initiale en fonction de la concentra-
tion d'urge.

3.3. Extensions

L'utilisation des méthodes enzymatigues peut permettre une extension, notamment [a
démonstration de I'importance d'un couplage par la réaction indicatrice. Pour cela, on
peut préparer une solution de travail comprenant NADH, a-cétoglutarate et uréase aux
concentrations et activités vues dans le paragraphe 3.2, et y ajouter des quantités crois-
santes de GLDH allant de 100 & 2 000 U.1- 1. On constatera que la vitesse apparente
de la réaction augmente jusqu'a un plateau qui correspond & la vitesse de la réaction
d'hydrolyse de I'urée par 'uréase.

Des renseignement s sur ces méthodes d'analyse figurent dans 'ouvrage : HU Bergmeyer,
Principes de |"analyse enzymatique, Technigue et Documentation, Ed, 1979,
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L'acide ascorbigue (ou vitamine C) est une molécule trés répandue dans les aliments. De
plus, sa production commerciale est importante et de faible coilt. De trés nombreuses
études ont été faites, que ce soit sur son métabolisme ou sur ses influences multiples
dans des domaines aussi variés que les réactions immunitaires, le systéme cytochrome
P-450, la division cellulaire, "hydroxylation du collagéne et de |I"&élastine, etc. De nom-
breuses mises au point lul ont été consacrées [1-2].

Les méthodes de dosage de la vitamine C sont trés variées et utilisent principalemant

ses propriétés réductrices. Le choix de la méthodologie dépend surtout de sa concentra-
tion et de la complexité du milieu dans lequel on la dose,

La réaction d'oxydation de la vitamine C s'écrit :

O
. ﬁ
¢ -
|
HO—C o=C
| +28 +2H"
O - DZI‘|J O
HD—{l: H—C
I
H—l? H-C
|
HO— l|:— H HO-C—H
CH20H a_leg{jH
acide-L-ascorbique acide-L-dehydroascorbique

La méthode de dosage la plus utilisée est celle du titrage volumétrique de la forme réduite
par le dichloro-2,6-phénolindophénol. Des variantes de ce dosage incluent un dosage
potentiométrigue ou une modification photométrigue gui diminue la difficulté d'apprécia-
tion du virage du réactif, notamment si 'extrait brut est coloré. La critique majeure que
I'on fait 4 ce dosage est de ne mesurer que la forme rédulte et non la vitamine C totale
[3].

De trés nombreuses autres methodes existent, notamment la méthode de Boe et Kuether
[4]. Dans cette technique, I'acide ascorbigue est oxydé et réagit avec la dinitro-2,4 phé-
nylhydrazine. L'osazone formée est ensuite extraite en milieu sulfurique et donne une
coloration rouge dosable au spectrophotomeétre.

Une méthode plus récente utilise la réduction par I"acide ascorbique du sel de tétrazolium
MTT (bromure de (diméthyl-3,5 thiazolyl-2)-3-diphényl-2,5 tétrazolium) en présence de PMS
a 3,5. Le MTT-formosan ainsi formé peut tre dosé a 578 nm. Ce dosage est actuelle
ment disponible en kit {Beehringer-Meylan).



1. METHGDE*UTILISANT LE DICHLORO0-2,6
PHENOL INDOPHENOL

Le dosage est effectué a 'aide d'une solution de dichlore-2,6 phénol indophénol, préala-
blernent étalonnée a "aide d'une solution d'acide ascorbique de concentration connue,

Les solutions aqueuses n'étant pas stables {oxydation). on préparera les solutions dans
de 1"acide métaphosphorique (4 environ 20 g.1 1),

1.1. Produits

= Dichloro-2,6 phénal indophénal.
- Acide métaphosphorigque.
- Acide ascorbigue.

Solution-étalon : peser 0,25 g d'acide ascorbique et dissoudre dans une solution d'acide
métaphosphorique & 20 g — 1. Compléter a 500 mil. Le titre sera vérifié par un dosage
iodométrique ; un prélévement de 10 ml de la solution d'acide ascorbigue sera dosé, en
présence d'empaois d'amidon par une solution d'iede 5 mmol.dm =2,

1.2. Protocole expérimental

* Ftalonnage ae la solution au dichlorophénal indophénol

Dans un bécher, ajouter successivemant :
- 5 ml de la solution &talon d'acide ascorbigue ;
= 15 mi d'eau distillée.

Ajouter le dichlorophénol jusqu'a apparition d'une coloration rose pale persistante pen-
danmt environ 30 secondes.

* Dosage de la vitamine C d'un jus de citron

Dans un bécher, ajouter successivement ;

— 5 ml de jus de citron ;

- 5 ml de la solution d'acide métaphosphorique 8 20 g1~ 1 ;
- 10 ml d'eau distillée.

Doser par la solution de dichiorophénolindophénal. En déduire e titre en vitamine C du
jus de citron.



2. METHODE UTILISANT LA DINITRO-2,4
PHENYL HYDRAZINE

L'acide ascorbique, oxydé par le dichloro-2,6 phénolindophénol en acide déhydroascor-
bigque est ensuite transformé en asazone par la dinitre-2,4 phenylhydrazine., En milieu sul
furique concentré, ce composé a une coloration rouge qui peut &tre dosée par spectro-
photométrie & 520 nm,

2.1. Produits

— Dichlora-2,6 phénol indophénol (solution précédente).
— Acétate d'iscamyle.

~ Dinitro-2,4 phényl hydrazine.
Préparer 100 ml d'un mélange H.0/H.,50, conc (3:1 v/v). Lorsque le mélange est tigde,
rajouter 2,0 g de dinitro-2,4 phénylhydrazine. Cette solution se conserve anviron 1 mois,

— Thiourée,
Dissoudre 1.6 g de thiourée dans 10 ml d'un mélange éthanol/H,0 (1:1 v/v).

- H.50, 85 %.
Ajouter avec précautions (en refroidissant au fur et & mesure) 85 g d'H. 50, concentré,
dans 15 ml d'eau distillée,

2.2. Protocole expérimental

* Préparation de I"échantillon a doser

A 1 ml de jus de citron, on ajoute 5 ml de solution de dichlorophénolindophénaol, On
gjoute ensuite, avec précautions, 5 ml d'acétate d'isoamyle. On lzisse reposer
30 secondes et on sépare 'excés de colorant, par agitation et décantation dans une
ampoule a décanter. Refaire plusieurs fois "opération.

* Dosage

Dans un tube a essal, ajouter ;

— 1 ml de la phase agueuse précédente | prévoir plusieurs dilutions) :
- 1 goutte de solution de thiourée ;

- 1 ml de la solution de dinitrophenylhydrazine,

Porter une heure a 50 °C, refroidir et conserver dans la glace. Ajouter goutte & goutte
5 ml d'H,30, a 85 % (Attention ! Utiliser une propipette). Laisser reposer 30 minutes

Effectuer dans les mémes conditions un blanc ne contenant pas de dinitraphény|hydrazine.,

Réaliser dans les mémes conditions, une gamme-étalon correspondant & des concentra
tions d'acide ascorbique allant de 0 & 50 mg/1 (Attention ! Ne pas oublier d'oxyder préala-



blement la solution-mére d'acide ascorbique par le dichlorophénol indophénol). Effectuer
le dosage a 520 nm.

3 ﬂUTRES DEVELOFPEMENTS FOSSIBLES

D'autres méthodes peuvent étre appliguées facilement au dosage de la vitamine C et
faire I'objet de comparaisons avec les deux technigques précédemment décrites.

Ainsi, Baket et Lowe ont mis au point en 1985 un dosage sensible basé sur la réduction
par 'acide ascorbigue de I'ion cuivrigue en ion cuivreux, ce dernier étant complexé par
unge solution de néocuproine (diméthyl-Z2.9 phénantholine-1,10). Le dosage s'effectue &
450 nm. Une relation lingaire peut étre obtenue entre "absorbance et la prise d'essai
d'acide ascorbique (allant de 2 a 20 pg). La publication ariginale décrit trés bhien le
dosage el propose une comparaison avec la methode au dichlorophénolindophénaol [6].

Enfin, une méthode cinétique a été trés récemment introduite par Sultan et Bishop {1990,
Elle est basée sur la mesure de |la variation d'absorbance qui accompagne 'oxydation de
'acide ascorbique par les ions Ce (1Y} en milieu acide sulfurique. 115 ont ainsi pu montrer :

- gue "oxydation suit une loi d'ordre 1 par rapport & 'acide ascorbique en présence d'un
exces de Ce (IV) ;

- que, pour des temps de réaction donnés, 'absorbance est une fonction linéaire de la
concentration d'acide ascorbique [7]. Les expériences présentées par les auteurs sont
simples et ne necessitent pas d'appareillage compliqué. Elles peuvent &tre trés utiles
pour des illustrations pédagogigues, notamment en cindtigue de réaction chimigue.
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