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_= = des TP est de pratiquer (parfois de voir en démonstration) guelques technigues d'identification,
on, de fractionnement ou de quantfication appliquées & des structures biochimigues protéigues

€n1ees.

, :
< oy travaille en bindme, 'attachera & metire €0 pratique les recomnmandations de
+ des bonnes pratigues de laborateive; il devra &ire apte & exposer le principe &l Tintérét
gss proposées; il devra connafire le type de struciure, la réactivité et e role métaboligue des

Ugtudia~ oo- LVANT la séance avolr pris connaissance de Pensemble des manipulations guil aura &
féa:sz' noipes des réactions, établissement dun plan de fraval, préc:auiions,...). Une feuilie
blanchs s== "= s avant les TP sU7 jaquetie vous redigersz Tensemble de tous les compies-rendus .

oo

Durant ies TF o= = ochimie, VOUS Serez certes jugés sur les comptes rendus que yous rédigersz mais

¢galemenisy
+ L= 0=—=-ce de voS Feponses aux guestions gui vous seront posées en début de séance

- == votre application gans un Sens Jarge {organisation du sravail dans l'espace et
-= propreté dela paillasse,..)- .
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1) Consignes de Sécurité :
« Fort de la blouse obligatoire
Inte tion de fum ns | e
« Manipuler avec précautions les
inflammables
- En cas d'accident prévenir immédiatement I'enseignant.

e

©

les bases et les produits

&) Conseils pour te bon déroufement des T.P:

« Il est indispensable de préparer la séance de travaux pratigues, Pour cela, il Taut
lire attentivement tout le texte du fascicule correspondant & la manipulation . Une

- interrogation écrite pourra étre effectuée au début de chague séance,

« L'obtention de bons résultats est toujours lise & la bonne manipulation et a la
proprete du matériel utilisé.

« Bien nettoyer le matériel a utiliser (tubes pipettes, erlens, béchers ... )
apres chaque utilisation . Le nettoyage doit étre effectué plusieurs fois 2
robinet et deux fois a I'eau distillée, , :

« L'eau distilliée est fournie dans les pisseties qui doivent &tre gardées toujours
fermaes .

- 1l ne faut pas laisser trainer les bouchons sur i paillasse. Ne Jamais pipeter I'eau
distiliée directement de la pissette, mais utiliser un tube & essai ou un bécher
propre,

« Tous les appareils (centrifugeuses, spectrophotometres, ...) doivent étre
manipules avec prudence. Ne pas hésiter & se renseigner sur leur utilisation afin
d'éviter tout accident de mauvais usage.

avant et
'sau de

3) Rédaction des résultats ‘
LIn compte rendu doit étre remis par chague binbme 2 la fin de la séance.
Il doit &tre rédigé soigneusement et doit comporter :
« Le hut de la manipulation
« Les résuliats : tableaux , courbes, réponses aux questions , ...
« Llinterprétation des résultats et la conclusion.

4j Les notes
La note fiendra compte des résultats trouvés du compte-rendu, de la fagon de
manipuler st de la propreté de la paillasse. La note de l'examen de ce TP comptera

pour 50% dans la note moyenne finale du TP de Biochimie,

(€]
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Dans les dosages, opérations qui consistent & déterminer la concentration dune
bstance dans un milied studié. 1y a foujours une phase intermédiaire dé

nent mathémalique des valeurs données parlap. g mesure pour obtenir

le résultat final. ,
Le mode de caloul |8 plus frequemment employé est 18 régle de trois, régle gui
s'applique & des nombres ligs entre e par une relation de proporuormalité simplé.
| existe deux formes de propon‘ionnaihé simple reliant deux varables X et Y :

o Le propoﬁionnaﬂté directe qui s'écrit 1 Y = KX

, . R K
« La proportxonnahte inverse qui s'éorit Y=13
x .

rmet, connaissant deux valeurs de X (x elx)
aleur de y (Y

1. Bases de_calcul arithimgiigue

)
Sl

Lz régle de trols est l'opération qui pe
une valeur de Y (Y correspondant & X ), de trouver ung deuxieme Vv

correspondant & x).

. — Y '
En propomonnahte directe 1 —=5k= L 1 donc y'= - % %'
X %X X X
4 s | A . Xy
En propomonnahté inverse: Y= % soit XY= K=xy =XY donc v'= 1

Pour effectuer corractement une régle de troig, il suffit de savoir sl 188 variaples sont

reliées par proportionnalité directe ou par proportionnalité inverse.

Exemples .

o Proportionnalité direcie :
C'est le cas entre 'absorbance dune solution ot la concentration de la substance

ahsorbante : A=K C
Plus |a concentration ast elevée, plus rabsorbance sera forte. On peut définir
on est égale a J'unite .

. Soit l'absorbance dune solution dont 12 concentrati
AJC = K et par la trouver la valeur "a' de A correspondant & une valeur

quelcongue ¢ deC: a=A/C.¢C
. Soit la concentration de la solution guli dornera une absorbance goele &

runité cest a dire G/A = 1/K et par la on trouvera ¢ de C pour une valeur
guelcongque d'absorbance &' : c=C/A & (en pratique, ce dernier cas est
le plus fréquent puisqu'au cours d'un dosage , on mMesure 'absorbance
d'une solution de concentration inconnue ot on la compare & celle dung

solution de concentration connue ).

— e
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plus faible que 'on peut calculer & ¢'= ——~

le concentration C
] oit ¢ Il faut

On peut
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2. Quantité | concentration, dilution
Ces trois termes correspond S des concepts trés simples mais essentiels el dont
paYa Fota

<l
In connaissance précise est la cle de la compréhension et de le resolution des
problemes pratiques de biochimie.

yéfinitions

« La guantité est la valeur absolue exprimant la grandeur dune masse ou d'un
volume.

« La concentration représente la masse dune substance dissoute dans 'unité de
volume d'une solution (elle peut aussi s'exprimer par rapport a l'unité de masse
dune solution ou dun solide). Natons que le mot concentration a un deuxieme
sens qui est l'action de concentrer, de réduire le volume d'une solution, donc
d'augmenter la concentration des corps dissous.

« La dilufion est l'action de diluer, daceraitre le volume d'une solution par addition
de solvant. Elle désigne également le résultat de difuer ; par addition de solvant a
une solution . on obtient une deuxieme solution qui est une dilution de la premiére.

Pefafions eptre ces termes

Mans le cas d'une substance dissoute dans un liquide, voyons les limisons existant

entre masse. concentration et dilution, en faisant intervenir un quatriéme terme gui

ast celui de volume (quantité de solution). Le terme de quantité étant réservé a la

masse de substance dissoute.

. La concentration C = Q/V, qui est le rapport de deux grandeurs, est une valeur
relative, indépendante du volume de la solution dont on digpose.

= La quantité de substance dissoute est une valeur absolue qui est directement
fonction du volume de solution mis en jeu: Q= C.V

» Sur un volume déterminé de solution, la dilution qui augmente le volume & pour
V'

_ ¢V

Si & un volume initial de 1 on ajoute 9 volumes de solvant, on obtient un volume

final de 10 dans lequel la concentration de substance dissoute est dix fois plus

effet de diminuer la concentration en proportion inverse . CV=c.vou

‘ L C
faible que dang le volume initial : 1.C = 10.¢ ol ¢'= 0

On dit que I'on a effectué une dilution au un dixizme (W.B. en gjoutant un volume
de solvant de 10 & un volume initial de 1, on aurait un volume final de 11 et donc
une dilution au 1/11°™

63
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nd on digpose d'une guantite de

. |
Ay STt -~ ~ O 1
ele voir une solution

substance Q, le volume

|

( N.B. c& Otume

e volume du Gorps

:?t:)i as
!

gquivalent au volume de solvant a 8mployer, car |

intervient dans le volUME final de la solution)
nanir d'une solution de concentration

- obtenir une quantite Q2 de substance & pe
C il faut prélever un volume V= QIC
. Pour obtenir un volume V d'une solution de ¢
guantite de substance Q = C.V
« Pour obtenir tne solution de
plus concentrée de concentrat

un volume final v' tel que - vi=""7 "9y,
i commode dutiliser, pour fixer le volume initial, la valeur
de la concentration finale  le volume final correspondant, i, & la veleur de la
concentration initiale. Par exemple, pour obtenir une solution 4 17 mg/ml & partr
dune solution a 45 mg/ml, on prélgvera 17 ml de cette derniere solution &t on

_complétera avec du solvant jusqu'a un volume de 45 ml.
On aura bien : CV=¢ .V =45. 17 =17 . 45

En expression chiffree , il es

Régle des mélanges :

Cette régle donne les proportions
concentrations différentes (Cy et Co) pour O
intermédiaire Cs ; c'act-a-dire les valeurs de V4 et V2 qui satisferont I'équation.

C';-V1+CE-V2.=C$(V1+V2)

dans lesquelles il Taut mélanger deux solutions de
htenir une solution de concentration

.

On peut écrire .
V1(C1—Ca):V2(CS"Cz)

et par conséguent :

Va G-Cs
Ceci s'écrit commodément de la fagon suivants (en précisant que c1>C3>C2)
Cr w (C3-C2) — Valeur de Vi

3

/ ‘\\\-&k 4
Cz (Cy-GCs) — Valeur de Vs .

Lorsqu'il s'agit d'ajouter uniquement du solvant , on a Cp = 0 et par suite

Vi Cs

Vo Ci—0Cs

T
- 6
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3. Wodes d'expression de [a Concentraiion
Il n'y a guere de choix ntéressant en ce qui concerne l'unité de volume gui est en
général le litre . Par contre , [es possibilités sont variees pour les unités exprimant la
guantité de substance dissoute.
¢ La concentration rmassigue donne la masse par unité de volume | elle
s'exprime en g/l..
o La concentration moléculaire ( ou concentration molaire, ou molarite ) est
exprimé en mole/L., 4
« La concentration équivalente ( ou normalité )donne le nombre d'équivalents
par litre. A
« Le pourcentage donne la masse de substance dissoute dans 100 g de
solution (rapport massique, % P/P ) . Pour un mélange de liguides, il donne
le volume d'un des composants par rapport au volume total ( rapport
volumigue , % VIV ).
Enfin le pourcentage peut étre un mode d'expression de la concentration massigue :
la masse en grammes dissoute dans 100 mi de solution ( % PV ).

Les résultats d'analyse doivent étre communigqués de maniére a étre facilement
accessibles aux utilisateurs, médecins ou patients par exemple. Actuellement , les
unités de mesure recommandées sont celles du systemes S.| . Dans certains cas ,
tels que les résultats d'analyses médicales . il s'agit méme d'une obligation legale.
Dans le systéme S.1, lunité de volume est le litre et l'unité de quantité de matiere est
le mole : l'expression des concentrations doit donc se faire en concentration molaire.

i. Congeils pour une bonne pratique des calouls ;

Plutet que de s'en tenir a f'unité elle méme, la mole par exemple, affectee d'une
quelconque puissance négative de 10, il est préférable dutiliser des sous-unités.
[2ans un but de commodité , de clarté et de shreté, il est conseillé de n'employer que
les sous-unités de l'ordre du 1/1000 : milli, micro, nano, pico.

Rejeter 'emplol des déca, neclo, déci st centi , source de confusion.

Prendre 'habitude de se servir des sous-unités , cela signifie écrire 1 mmole el non
1.10° mole, ce qui simplifie beaucoup les manipulations sur les touches de la
maching a calculer et donc les risques de fausse Manosuvre . Cela permet aussi un
mailleur contact avec la réalité de la signification des nombres, ce qui réduit le risque
d'erreurs fortuites et de fautes dinattention.

On choisit les sous-unités de maniére & avoir l'expression chiffrée la plus simple
possible, en prenant 'habitude de passer de l'une & l'autre suivant les besoins. Par
exemple, 107 mol s'écrira dans les calculs soit 0,100 mmol, soit 100pmol.

Les méthodes danalyse courante (spectrophotometrie, titrimétrie) donnent un
résultat avec 2 ou 3 chifires significatifs. En utilisant le systéme des sous-unités par
ordre de 1000 , il est parfaitement possible deviter lusage des puissances de 10 :
ainsi 1.02.10° mole s'écrit simplement 1,02 mmole ou 1020 ymoles . En pratique , il
n'est pas inconvenant d'écrire 1020 pmoles. '

T.P. Biochimie
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SEALISATION D'UNE GAMME DETALOMNMAS
£t DOSAGE D'UNE SUBSTANCE PAR
SPECTROPHOTOMETRIE D'ABSORFTICR

%,
v

Introduction

B s e et e

Au cours de cette manipulation, Iétudiant devra &é familiariser avec l'ensembie ¢
matériel qui sera mis 4 sa disposition ; 185 modes demploi ; 188 précautions
d'utilisation ...

|| mest pas possible d'exposer sous forme &crite a la fois précise, brave et complat
une foule de renseignemeris fragmentaires. 11 seront donnés oralement par le
enseignants en salle de travaux pratiques . lls comprennent des indications et e

explications portant entre autres sur .
0 Les instruments de verrerie, la fagon de gen servir et de les laver, gfc...

o Les &chantillons & analyser, les solutions étalons, les réactifs.
o L'usage des pipettes en verre et des pipettes automatigques.
o Le mode d'emplol des spectropho’tométres. :

nooCo

¢

y

o @

Comme aprés cette séance préliminaire, 1es tudiants seront censes conngitre les
notions ¢e base leur permettant deffectuer correctement les manipulations ces
séances suivantes, ils devront donc demander tous les compléments d'information

qui leur sembleront utiles.

MANIPULATION A |

La manipulation proprement dite comporie  deux applications  de &
spectrophotomnétrie b '

¢ La réalisation d'une gamme d'étalonnage selon la loi de Beer-Lambert.

« Le calcul de la concentration inconnue de la méme substance dosee par

spectrophotométrie d'absorption.

1- Gamme d'étalonnage de la phénolphtaléine

Suivant la loi de Beer-Lambert, [absorbance est propartionnelle a la concentration de
la substance absorbante. En. faisant des mesures Sur plugieurs solutions de
concentrations croissantes, or obtiendra en représentation graphigue une droite gui
passe par J'origine & condition d'avoir réglé Pappareil au zéro dabsarbance & l'aide du
témoin réactif. A

Le principe de la réaction colorée de la phénolphtaléine est simple et bien connu .
cest |a coloration Tose qui apparalt en miliey alcalin. :

e
8
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jirat
y a guére de choix téressant en ce gui conceme Iunité de volume gui est en
-néral le litre . Par conure les possibilites sont variees pour les unités exprimant la
~uantité de substance dissoute.
e La concentration massigue donne la Masse par unité de volurne ; elle
s'exprime en gL
o L& g@ﬁ@j@@@g@g@,@ (ou concentration molaire, ou molarite ) est
exprimé en mole/L. : !
« La concentration eguivalente ( ou normalité
par litre. S
« Le pourcentage donne la masse de substance dissoute dans 100 g de
solution (rapport massique, % P/P ). Pour Un mélange de liguides, il donne
le volume d'un des composants par rapport au volume total ( rapport
volumigue , % VIV ).
Enfin le pourcentage peut étre un mode d'expression de la concentration massigue .
Iz masse en grammes dissoute dans 100 ml de solution ( % PV ).

3- hodaes d'expression de la Concentraiion

)donne le nombre dequivalents

Les résultats d'analyse doivent étre communiqués de maniere a etre facilement
accessibles aux utilisateurs, médecins ou patients par exemple. Actuellement , les
unités de mesure recommandées sont celles du systemes .| . Dans certains cas ,
tels que les résultats d'analyses médicales , il s'agit méme dune obligation legale.
Dans le systéme S.1, funite d4e volume est le litre et lunite de quantité de matiere est
l& mole © Vexpression des concentrations doit donc se faire en concentration molaire.

4. Consefls pour une ponne pratigue des calouls :

Plutet que de s'en terir a lunite elle méme, & mole par exemple, affectée d'une
quelconque puissance négative de 10 . il est préférable dutiliser des sous-unites.
Dans un but de commodité , de clarté et de sireté, il est conseillé de n'employer que
s sous-unités de 'ordre du 1/1000 : milli, micro, nano, pico.

Rejeter l'emploi des déca, hecto, déci at centl , source de confusion.

Prandre I'habitude de se servir des sous-unités , cela signifie gerire 1 mmole et non
1.40° mole, ce qui simplifie beaucoup les rmanipulations sur les touches de 2
achine a calculer et donc 1es risques de fausse manoeuvre . Cela permet aussi un
meilleur contact avec 1a réalité de la signification des nombres, ce qui réduit le risque
d'erreurs fortuites et de fautes dinaftention.

i choisit les sous-unités de maniére a avoir J'expression chiffrée la plus simple
possible, en prenant I'habitude de passer de l'une & l'autre suivant les besoins. Par
exemple, 10 mol s'écrira dans les calculs soit 0,100 mmol, soit 100umol.

| es meéthodes d'analyse courante (spectrophotométrie, titrimétrie) donnent un
-ssultat avec 2 ou 3 chiffres significatifs. En Utilisant le systéme des sous-Unités par
ardre de 1000 , 1l est pa‘rfaitement possible d'éviter 'usage des puissances de 10 :
cinsi 1.02.107 mole s'écrit simplement 1,02 mmole ou 1020 pymoles . En pratique ,

est pas inconvenant d'éorire 1020 pmoles.

T.F. Biochimie
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TION DPURE
eT DOSAGE B'UNE SUBSTANGE PAR
pECTROPHOTOMETRIE D'ABSORFTION

Introduction R
Au cours de celte manipulation, 'étudiant devra e familiariser avec rensemble du
matériel qui sera mis a sa disposition ; les modes d'emploi | lgs précautions
d'utilisation ...
|| mest pas possible d'exposer sous farme &crite a la fois précise, bréve et complate
une foule de renseignemerts fragmentaires. lls seront donnes oralement par &8
enseignants en salle de travaux pratiques . lls comprennent des indications et ces
explications portant entre autres sur.

o Les instruments de verrerie, & fagon de sen servir et de les laver, gtc...

0 Les échantillons 3 analyser, les solutions étalons, les réactifs.

o L'usage des pipettes en verre et des pipeftes automatiques.

o Le mode d'emploi des spectmphotométres. :

Comme aprés cette séance préliminaire, es atudiants seront censes conneitre les
notions de base leur permettant deffectuer correctement 1es manipulations des
séances suivantes, ils devront donc demander tous 168 compléments d'information

qui leur sembleront utiles.

]

La manipulation proprarment gite comporte  deux applications  de iz}
spectmphotométrie': .

. La réalisation d'une gamme d'étalonnage selon la loi de Beer-Lambert.

« Le calcul de la concentration inconnue de la méme substance doseée par

spectrophotométrie d'absorption.

———————

WANIPULATION

1- Gamme d'étalonnage de la phénolphtaléine

Suivant la loi de Beer-Lambert, absorbance est proportionnene a la concentration de
la substance absorbante. En. faisant des mesures sur plusieurs solutions de
concentrations croissanies, or obtiendra en représentation graphigue une droite quii

r N

passe par I'origine & condition d'avoir réglé Pappareil au zero dabsarbance & l'aide du

temoin réactif. ‘
Le principe de la réaction colorée de la pheénolphtaléire est simple et bien connu .

c'est ja colaration Tose qui apparait en milieu alcalin.

e
8

T.P. Blochimie



Dans une série de ubses a essals, introduire successivement |

1
Temoin réactif | i5pmobl | 30pmoti | dBumolll | E0umoll
Golution de 0 0.5ml 1 1,5 2
phénoiphtaléine : ' ~
% 60 pPmalfl
|
Eau distillé n f )
Fau distilée o mi 1,5 1 0,5 0

« Pour-délivrer les volumes de solution de phénolphtaléine et d'eau,
on dispose d'une pipette en verre de’ ml et de 2 ml.

« Ajouter un sixieme tube dans lequel vous mettez 2mi de la solution
de concentration inconnue en phenolphtaleine

Ensuite ajouter dans chaque tube 4,4 ml de stabilisant de coloration (tampon alcalin).
Mélanger par retournement. Mesurer les absorbances 3 la longueur d'onde de 550
nanometres aprés avoir réglé le zéro sur le témoin réactif.

REMARQUE GENERALE
L'acdition d'un réactif ou de plusieurs réactifs successifs produisant une réaction colorée (icl le
tampon alcalin) , provogue naturellement une dilution du composé étudié .

Cependant, il n'y a pas lieu de tenir compte de celte dilution dans les calouls.

En effet, les conditions réactionnelles devant &tre strictement identiques, il faut que les proportions de
miieu & doser et de réactif soient les mémes dans tous les cas. D'cd il résulte que la dilution due au
réactif est toujours la méme aussi bien pour les solutions &talons gue pour les solutions inconnues 2
doser. Si on tenait compte du facteur de dilution, cela obligerait & deux opérations de caloul ramenant
A 'atat initial puisque l'une serait linverse de l'autre.

De plus, i faut noter qu'aprés l'addition du réactif transformant le substance & doser, celle-ci n'existe

s
plus en tant que felle dans le milieu reactionnel il n'est donc pas justifié d'en exprimer la
corcentration.

2 - Résuliats :

o cdonner dans un tableau les valeurs des absorbances en fonction de la

concentration des solutions étalons. .
o rapporter sur un papier millimétré les valeurs des concentrations en abscisse g

2l

des absorpances en ordonnée. Choisir une échelle facilement compréhensible et

utilisable (&viter les échelles 1/3 ou 1/4).
Tracer |a droite reliant les points et passant par f'origine.

N.B.: pour éire complet, un graphique doit cornparter

« un fitre
« la nature des unités poriées en abscisse el en ordonné

» les points experimentaux

déduire, a partir de la courbe, |2 concentration en phénclphtalénie de la solution
inconnue.

9]
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[1- INTRODUCTION - ]

La majorité des réactions biologiques ont lieu en soluuons aqueuses : solutions

salines, solutions tamponnees (pH-constant) . Les molécules biologigues en sohution

sont caractérisées par un ceriain nombre de parametres tels gue la concentration, &
normalité et la molarité.

1- Concentration, molarité et normalité :

a) On définit la concentration comme gtant la quantité d'un reactif par unité de
volume. la concentration peut étre exprimee en unité de poids par unité de volume
ou alors en nombre de moles par unité de volume : :

quantité d'un réactil

" oll ¢ s'exprime en ¢/l ou moles /|
unité de volume # ;

b) La concentration exprimée en moles/l est appelée également molarité .
Exemples : '
Une solution molaire (ou 1 M) de-HCl contient PM g/l de solution.
Une solution molaire (ou 1 M) de HS0O4 contient PM g/l de solution .
Une solution molaire (ou.1 M) de HsPO4 contient PM g/l de solution .

c) -La normalité est définie comme étant le nombre d'équivalents-grammes d'une
substance par unité de volume.

Exemple : -
Une solution normale (ou 1 N) de HCI contient PM/1 g/l de solution.

Une solution normale (ou.1 N) de H2504 contient PM/2 g/l de solution .
Une solution normnale (ou 1 N) de HsPO, contient PM/3 gfi de solution .
Une solution normale (ou 1 N) de NaOH contient PM /1 g/l de solution.

- Relation entre molarité et normalite
La molarité et la normalité sont reliees par la relation : N=nxM
oii N = normalité , M = molarité et n = nombre d'équivalents H* ou OH dissociés par

molécule.

T.P. Biochimie 10




4- Redation molarité - volume oy normalite - velume

Celte relation est essentiellement utilisée lors de |a préparation de solutions diluées &
partir de solutions stocks concentrées ; cette relation etant .

'\’1XV1:N2X\/2 ou Ny M1X\/1:n2 Mo % Vo

oL :
N et M, sont respectivement la normalité et la molarité de la solutfon stock concentrée
= N, et M, sont respectivement la normalité et la molarité de la solution diluée & preparer.
ns et n, sont respectivement les nomhres d'équivalents H" ou OH" dissociés par les molécules

des solutions stock et diluée.
« V, estle volume de la solution stock nécessaire pour préparer la solution diluée de volume V.

| i- MANIPULATIONS

1- Préparation d’une solution de soude (NaOH) de molarité donnée (0,11).
e Peser la quantité nécessaire de pastilles de soude pour préparer 0,5 litre
d'une solution 0,1M ( P.M de la soude étant égal & 40).

2- Dosage TITRIMETRIQUE de I'acide sulfurigue (solution inconnue) par la base

MaOH (0 183)
Dans un erlenmeyer , mettre 25 ml de la solution H,SO4 de normalité

inconnue. ;
« Ajouter 2 gouttes d'hélianthine {indicateur colore).
o Remplir la burette avec la solution de NaOH 0,1 M.
e fitrer la solution de H,S04 avec NaOH. La fin de la réaction st marquée par
le passage de l'indicateur coloré du rouge au jaune.
» Noter le volume de soude ajoutée.

¢« Déterminer la normalité et la malarité de la solution de H,SO,.
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[" 267 GEMNGHE |

MEACTIONS GENERALED
BES ACIDES AMINES

L'hydrolyse des protéines libére des acides alpha-aminés de formule générale
R~‘C131~1-COOH TR
L NH

o= EN EVIDENGE DE LA FONCTION AGIDE ET DOSAGE DES AGIDES AMINES
PAR LA TECHNIQUE DE FORMOLTITRATION DFE SORENSEN :

A) PRINCIPE
La fonction amine réagit avec le formol pour former des composés d'addition :
R——C‘3H-NH2 j
coog + HCHO —R—CH— NH—CH,OH
COOH/ '
+HCHO
/CHQOH
B~CH~ N\

Les dérivés hydroxyméthylés obtenus ont perdu tout caractere amphatere (disparition de la fonction
amine primaire) et leur carboxyle peut &tre directement titré par la soude '

Il s'agit cependant d'acide taibles et il est nécessaire de pousser le virage de lindicateur coloré {la
phénol phialéing) . On obfient une teinte rose persistante & la fin du fitrage. Cette technique est utilisé
pour le dosage des acides aminés par la technique de formol {itration de Sorensen.

B) REACTIFS :

Eormol commercial

Solution de soude 0,1 N

Solution alcoolique de phénolphtaléine & 1%

Solution de glycocolle & doser (concentration & déterminer)

C) TECHNIQUE :
a) Préparation du formol neutralisé
Dans un erlenmeyer introduire environ 30 ml de formol et 20 gouttes de phénolphtaléine .

Neutraliser par la solution de soude 0,1 N jusqu'a teinte rose pale persistante.

b) Témoin
Dans un erenmeyer, metire 10 ml de formol neutralisé , préalablement préparé, 10 ml deau

distillée et 5 gouttes de phénol phtaléine.
Ajouter & la buretle la soude 0,1 N jusgqu'a apparition d'une teinte rose franche . Noter le volurne V

ml de soude versée.
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1s un erlenmeyer identique introduire 10 mi de solution de glycocolle & doser, 10 ml de formol
neutralisé préalablement préparé et 5 gouttes de phénolphtaléine.
élanger el attendre 5 minutes puis ajouter la soude 0,1 ™ & ia burette jusqu'a obtention de la

teinte rose franche (comme le témoin).Moter le volume V' de soude.

o) Résultat :
Déterminer la concentration de glycaocolle & analyser en g/l sachant que le poids moléculaire (PW)

du glycocolle est de 75 g/mole .

Schéma e
I[ - _l Formol neutralisé + eau distillée
¥ " NeOMO, N|Blane (Témoin)]
} j‘ Formol neutralisé + glycocolle
| L4 > Na OH 0,1 N[Dosage ]

(V'-V) correspond au volume de soude nécessaire pour la neutralisation de 10 ml de glycocolle.

Onalei: Nombre de moles = Nombre d'équivalents
Nombre d'équivalents de NaOH = Nombre d'équivalents de Glycocalle

Dornc
NNaOH x VNsOH . i .
Ngiyeooolle = BV %—E“— =A  avec Vgyeosolls = prise d'essais (10ml)
glycocolle
, Nreon x (V=Y
Notyoosolle = = A

10

Le concentration en glycocofle (9/) = A X PMypumolo

It - MISE EN EVIDENCE DE LA FONCTION AMINE PRIMAIRE ET DOSAGE DES ACIDES
AMINES PAR LA TECHNIQUE A LA NINHYDRINE

A} PRINCIPE
La réaction 2 la ninhydrine caractérise la fonction amino acide , L'acide aminé subit une désamination
oxydative, en passant par le stade d'acide alpha-iminé et celui d'acide alpha cétonique ( avec perte
de gaz carbonique et d'armmoniac).

Les différents acides aminés réagissent plus ou moins intensément avec la ninhydrine en donnant
une coloration violette dont le spectre d'absorption a un maximum & 570 nm.

La proline et ['hydorxyproline ( gui ne produisent pas d'ammoniac) donnent avec la ninhydrine une

coloration jaune , avec un maximum d'absorption & 440 nm.

Lirnite de la réaction
La réaction & la ninhydrine se produit également avec les hexosamines | les groupements = NH2
libres des protéines et l'ammoniaque. |l faut donc opérer dans les conditions rigoureusement

codifiees en évitant les contaminations.
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NCTION AMINE PRIMAIRE

B) REACTION QUALITATIVE DE WISE EN EVIDENGE DELAFO

1) Réactifs :
_ Solution de ninhydrine & 10 o/l
. Splution de glycocolle & 10 g/L
. Solution de proline & 10 glL.

2) Technique :
o Introduire 2 ml de chague solution 4 tester (solutions CONNUES et

inconnues) dans un tube 3 essal et y ajouter 2% e de ninhydrine.
o Mélanger et porier aul bain-marie bouillant pendant une & deux minutes .
o Noter la coloration obtehue pour chague solution .

Applications .
» Dosage des acides aminés
. Reévélation des acides aminés en chromatographie ou efl &lectrophorése .

c) DOSAGE DES ACIDES AMINES PAR LA TEGHNIQUE A LA NINHYDRINE

1) Réactifs
- Sohion tampon citrate de sodium 0,2 M, pH 5 ¢

Citrate de sodium 0,2 M (B1,Ba/L) ceveremmesensenese .....590 mi
Acide cifrique 0,2 M (38,8 GIL Yrrerereamserissmnassassansnssens 410 ml

. Reéactifa la ninhydrine
Ninhydrine STRT——— 10g
Ether monométhylique de péthylene glycol v 250 ml
Tampon citrate 0,2 M, PH B A 250 ml
CHIQIUTE STANMEBUX 1.oorraersrarsssssusssmsssssemssssssseosem s 250 ml

. Solution de n-propanol @ 50 %
. Solution étalon de leucine & 16,4 my/l

N.B.: Ne pas confondre la solution de ninhydrine & 109/ (utilisée pour la réaction qualitative)
avec le réactifa la ninhydrine (ulilisé pour Je dosage). '

2) Technique :

: _ _ Blanc réactii Etalon ’ Dosaygg
eau distillée 1mi - -
solution étalon - 1mi -
solution & doser , - - imi
réactif & la ninnydrine 1 mi iml 1l

Agiter , incuber au bain-marie bouillant pendant 15 min exactement .
Refroidir dans un bain d'eau froide puis ajouter dans chaque ube

U

5ml 5mi sl o

solution n-propancl

Agiter puis incuber & 'obscurité pendant 30 mn

Lire 'absorbance & 570 nm contre le blanc réactif,

e et
T.P. Biochimie 14




) Résultals .

Exprimer la concentration en acides aminés de la solution a doser en mg de leucine par litre et en
-mmoles de leucine par fitre (le P.M de la lencine = 131,186)

DO Dosa , ) .
_755*&5%??— x‘ [etalon] =Y o1 avec [étalon] = concentration de I'étalon leucine

Connaissant le PM de la leucine (=131,1§ gl/mole), on peut déterminer la concentration en mmol/l:

Y mg /L
PM

= meol/L
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3eme SEAN

L e 3 sEANCE]

REACTIONS SPECIFIQUES

O

DIDENTIFICATION BES ACIDES AMINED

i

Faire chaque réaction spécifique sur deux solutions connue d'acide aminé (temoin posltif et témoin
négatif) et sur la solution inconnue. R

{ |- ACIDES AMINES AROMATIQUES : Phénylalanine - Tryptophane - Tyrosine ]

A) REACTION XANTHOPROTEIQUE
L réaction xanihoprotéique est due a la nitration des noyaux aromatiques. Les dérivés formés

avec fous les acides aminés aromatiques sont colorés en jaune.

Réactifs :
- Acide nitrique pur
- Solution d'acide aminé aromatique
Tachnique . :
% A 1 mide lasolution & analyser ajouter 1 mi d'acide nitrique pur.
W, Mélanger et porter a ébullition.”
% Noter la coloration obtenue.

B) TRYPTOPHANE

1) Réaction de SPIES et CHAMBERS
Le Trypiophane se condense avec le paradiméthylaminobenzaldéhyde (FDAB) en donnant

une coloration bleue, Cette réaction sert au dosage du Tryptophane.

Réactifs
. Solution d'acide sulfurique 23 N
- Reactifau paradiméﬂ’qylaminobenzaldéhyde
o PDAB oo ensrsssesseninnsane el 98
. Acide sulfurigue 2 N oo - 1000 ml
- Bolution de Tryptophane

Technigue
o A1 mlde lasolution & analyser ajouter © ml d'acide sulfurique 23N et 1mL

de réactif au PDAB. ‘
o Mélanger . Laisser reposer 2 heures environ. ' |
o Noter la coloration obtenue. : |

2) Réaction au formol
L'addition de formol & une solution de Tryptophane, en présence d'acide chlorhydrique nitreux

donne une coloration violette .

Technique
o A2 mldelasolution &analyser ajouter 4 gouttes de la solution de formol .

o Ajouter ensuite prudemment 15 ml d'acide chlorhydrigue nitreux.
o Noter la coloration optenue.
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(il - ACIDES AMINES SOUFRES : Cystéine, Gystine Méthionine T

Mise en évidence du soufre
Le soufre libéré par ébullition en présence de soude est préc

sous forme de sulfure de plomb.

ipité par de l'acétate de plomb

Réactifs
- Lesslve de soude (40 %)
Solution saturée d'acétate de plomb (65 %)

Solution de Cystéine.

Technique R
o Dans un tube & gssal , introduire 1 ml de solution & analyser et 1 mil de

lessive de soude.
o Faire bouillir pendant quelgues minutes. :
o Ajouter quelques gouttes de la solution d'acétate de plomb.

En présence d'acides aminés soufrés, il se forme une coloration gris brun
suivie de 'apparition d'Lin précipité noir de sulfure de plomb.

|

/

[TV - PROLINE ET HYDROXYPORLINE ]

&

La ninhydrine donne avec la proline ou I'hydroxyproline une coloration jaune

Réactifs
. Solution de ninhydrine & 10 g/l
. Solution de Proline & 10 g/L
. Solution d'hydroxyproline & 10 g/L
. Solution de glycocolie & 10 g/L

Technique :
o Préparer 3 tubes a essais (Témoins positif et négatif et solution inconnue)

o Introduire 2 mi de chaque solution 3 tester dans le tube correspondant

o ~Ajouter 2 gouttes de ninhydrine dans chagque tube.
o Mélanger et porter au bain-marie bouillant pendant une a deux minutes.

o Noter la coloration obtenue pour chague solution.

18
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4o SEANCE |

SN

I

BET%E@MEN@:TZ@N DU pk
et DU phii DUN ACIDE AMINE

[ INTRODUCTION | T

{_es acides aminés contiennent & la fois des fonctions carboxyles et des fonctions amines.

sont donc chargés positivement. Quand le

£n miliev acide, les acides aminés captent des protons et
iser la premiére et l'acide portera

pH augmente, la _fonction «-COOH qui a le pK le plus faible va s'ion

alors une charge positive et une charge négative.
_ Ay moment ol les charges positives gt négalives g'gquilibrent , ie pH du milieu correspond au point ou

au pH isoélectrique (pHi) de l'acide aming,

&n milieu basique, lacide aminé perd le proton de la fonction amine et devient chargé négativement.

o Cas dun acide aminé neutre : Glycine (Gly)

‘ K A e | .
NHg—GHy—COCH =t NHz—CHy—C00 o NHy—CHz—CO0

¢ Cas d'un acide aminé acide : Acide Aspartique (Asp)

+ i K] . " 5 - Kz + - K3 -
N~ CH— COOH = NH;——~C1H—-LOO = NH3—~—C\H—~COO@ NH;— \'i—-COO
CH, ' CHy CHy . (i
cooH CcooH 000 oo
T
-+ pKa 21439
ipﬂi _pKitpKs 2707 =3 gvec (K= 9.8)
Y A——
o Cas dun acide aminé besique Lysine (Lys)
% K i Ky i mj& .
NHr—?a-—mmuém wawwu—ooowmm N}-}f‘-mi}wooo NH;-u%H—-ooo
- (CHg (CHYs (%1‘*2)4 (%”12)4
NHg* NH: " NH * NHy
. -
10

T.P. Biochimie




"

e
| BUT DE LA MANIPULATICN s .

Déterminer les pK et pHide la Glycine .

LR T G e e
]

PRINCIPE

Suivre 'évolution du pH d'une solution de glycine ( de volume connu
la quantité de NaOH ajoutée. .

\

) en miliell acide, en fonction de

MATERIEL & REACTIF .
- pH-métre (et solution tampon pour gtalonnage apH =7).
- Burette, béchers.

. NaOH 0,2 N et HCI concentré.
. Solution de glycine 0,02 M(1,5g/1), 50 ml / bindme.

MODE OPERATOIRE » :
~ o Mesurer 50 mi de la solution de glycine & l'aide d'une éprouvette.

o Verser la solution de glycine dans un hacher de 100 ml

o Etalonnerle pH-metre ( se faire aider par un enseignant).

o Rincer \'électrode du pH-métre a l'eau distillée, et la placer dans le bécher
contenant la solution de glytine (irés délicatement).

o Amener le pH de |a solution & 1,5 par additions de quelques gouttes de
HCL concentré, tout en agitant le bécher. Attendre & chaque fois que le pH
se stabilise. : e

o Metire la solution de NaOH dans la burette. Titrer en ajoutant la solutior de
soude (NaOH) par additions successives de 0,5ml , tout en agitant le
b&cher. Attendre & chague fois que le pH se stabilise.

o Pour chaque guantité de soude ajoutée, noter le volume et noter la valeur

correspondante du pH. Continuer a titration jusqu'a pH = 11.

RESULTATS .
- Tracer la courbe de fitration : pH en fonction du volume de NaOH.
. Déterminer & partir de cette courbe, les valeurs des pHi et pK de {a glycine.

—
20 \
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B 54 SEANCE |

- INFLUEKNCE DU pi
SUR LA SOLUBILITE DE LA CASEINE

1) PRINCIPE

Les protéines sont porteuses sur leur périphérie de trés nombreuses fonctions acides et basiques
libres. )l s'agit essentiellement des fonctitgs-ionisables des radicaux Asp , His, Lys, Arg, et Cys.

{'&tat dionisation de chacun des types de fonctions dépend du pH de la solution et du pK de cetle
fonction . Les pK des diverses fonctions portées sur les protéines vont de 3 (Aps) @ 11 (Lys). Les
protéines auront entre ces pH un pouvoir tampon, selon les radicaux extérieurs portés, selon le pH
de la solution , une proportion différente de chaque type sera ionisée. En solution alcaline, les
protéines libérent des ions H' et sont chargées négativement . En solution acide, les protéines

fixent des protons H' et sont chargés positivement.

l.a charge globale de toute protéine varie donc avec le pH . Il existe pour chaque protéine une
valeur de pH pour laguelle la charge globale est nulle (les charges positives et négatives sont en
nombre égal) : c'est le paint isoélectrique (pHi). A ce pH, les protéines ont la plus faible solubilité,
et sont le plus facilement précipitables. L'hypothése généralement retenue pour expliguer ce
phénoméne est que l'eau de solvatation qui entoure fa protéine peut facilement établir des liaisons
(du type liaison hydrogéne) quand les charges positives et les charges négatives sont en nombre
égal et dispersées sur la périphérie de la protéine. ;

2: REACTIFS A
¢ Solution d'acide acétique .........ce..... 0,2M
¢ Solution d'acétate de sodium .......... 0,2M
¢ Solufion dé caséing .. Bg/l
¢ Réactif de Gornall ;
— Sulfate de cuivre, 5 HoO.ooiviiiieeiciiieens 1,59
- Tartrate de sodium et de potassium............ 6g
—  Hydroxyde de sodium (NaOH).................... 30g
— lodure de potassiurmn (K. ig
— - Fau distiliée gsp.cmnrn e 1000mi

3- MANIPULATION
2. SOLUTIONS TAMPONS
o Remplir une burette de 25 ml (ou une pipette de 10 ml) avec la solution
d'acide acétique 0,2M et une autre burette de 25ml avec la solution
d'acétate de sodium 0,2M,
o Verser dans 8 tubes & essal les nombres de mi indigués dans le tableau ci-

dessous ;
N°® Tube Ac.Acstigue 0,20 (ml) Acétate de sodium 0,2M pH
(ml)

| 1 115 1,0 -
| 2 10,5 2,0 -

| 3 9.1 34 -

4 8,1 44 ‘ -

5 6,5 6,0 -

6 50 75 .

7 3,8 8,7 : -

8 25 10,0 -
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o Mesurer au pH-metre Je pH de ces solutions et compléter 1e tableau ci-

dessus. Les premigres Mmesures doivent obligatoirement &e fairg en

présence d'un enseignant (pour [ étalonnage des pH).

b) PRECIPITATION DE LA CASEINE ET CENTRIFUGATION:

o Verser 2,7 ml de chacune des solution dans un tube 4 hémolyse et lui
donner le n° de la solution (ne pas rincer la pipette a 'eau entre chacjue
prélévement). Ajouter 0.3 m! de caséine dans chaque tube.

o Observer la floculation. Noter son importesieaasative dans chague tube

par des (+). ‘ R

Placer les tubes dens Tessupports & centrifuger. Veérifier bien 'équilibre de

la centrifugeuse. Centrifuger. ,

c) DOSAGE COLORIMETRIQUE DES PROTEINES DU SURNAGEANT :
Véthode de "Biuret " (reactif de GORNALL) ¢

Principe: V'addition d'un sel cuivrique en milieu alcalin & une solution protéique entraine 12

# formation d'une coloration violetie stable et proportionnelle dans certaines conditions

.3 |a concentration en protéines. Cette coloration est due & la formation d'un complexe
entre le cuivre et les liaisons peptidiques [NH - CO] des protéines.

Technique:
Blanc réactif Dosages Etalon
' (tubes n“1 @ 8)

Chlorure de sodium & 9%o (1) 10 - -

Echantillon a doser -(sumageant) (1h) - 50
Etalon protéines (H1) - - 50
Réactif de Gornall (ml) 3 3 3

}

Mvé\anger. incuber 20 min. & température ambiante.
Lire 'absorbance des dosages ot de I'étalon contre le blanc a 540 nm.

o Tracer la courbe A =f (pH) |

A min,

! oH
pHi

- en déduire le pHi de la caséine .
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REACTION DE RECHERCHE ET
DIDENTIFICATION DES SUCRES

- NOTION THEORIQUES : A

£3 POUVOIR REDUCTEUR DES SUCRES:

Les oses sont oxydés par de nombreux sels de métaux lourds (cuivre, argent bismuth, mercure,
fer) en milieu alcalin. L'action réductrice des oses est due & leur fonction pseudo-aldéhydique ou
pseudocétonique ; les oligosaccharides dont une fonction semi-acétalique est libre sont également
réducteurs. De nombreuses méthodes didentification et de dosage étaient basées sur la mise en
" évidence de ce pouvoir réducteur; elles sont aujourd'hui abandonnées au profit d'autres méthodes
plus spécifiques et plus simples.
La réaction de Fehling (reductlon d'un sel cuivrique avec formation d'n précipité rouge d'oxyde
cuivreux) est la plus ancienne de ces méthodes. Elle est parfois encore utilisée pour la recherche
du glucose dans les urines. ‘
La réaction de Barfoed utllise une formule différente de réactif cuivrique (acétate de cuivre en
milleu acétique). Elle permet de faire la distinction entre les oses qui donnent un précipité
ahondant d'oxyde cuivreux aprés quelques minutes de chailffage, et les diholosides qui ne
donnent qu'un faible précipité au bout d'un temps bien plus long.

B FORMATION DE DERIVES FURFURALIQUES

Cette propriété résulte de l'association dune fonction carbonylée et de plusieurs fonctions alcool.
Par chauffage en milieu acide, un ose subit une déshydratation avec formation dun hétérocycle
furanique. Ainsi les pentoses se cyclisent en furfural et les hexoses en hydroxyméthylfuriural,
Les osides donneront le méme type de réaction puisque le chauffage en milieu acide provogue
I'hydrolyse des liaisons osidiques.
Le furfurai et ses dérivés ont la propriété de se combiner avec les phénols et les amines cycliques
pour former des produits fortement colorés. Cette proprieté est & la base de nombreuses
méthodes didentification et de dosage. En respectant strictement les conditions opératoires
| (nature et concentration de l'acide, température et temps de chauffage, nature du produit
‘ chromogéne), certaines réactions présentent de trés bons caractéres de spécificité,
Parmi les nombreuses réactions furfuraliques, on peut citer :
¢+ L'o naphtol en milieu sulfurique donne une colorafion violette avec fous les sucres
(réaction de MOLISH)<
¢ L'orcinol en miilieu .chlorhydnque produrt une coloration bleu-violet avec les pentoses
(réaction de BIAL) et orangée avec les hexoses.
¢ La résorcine en milieu chlorhydrigue développe une teinte rouge avec les céiohexoses
(réaction de SELIVANOFF) ,
+ L'orthotoluidine en milieu acétigue donne une coloration verte avec les aldohexoses
(réaction de HULTIMAN) et une coloration brune avec certains pentoses,

T.F. Biochimie 23



une réaction positive. Attention , un chauffage prolongé donnera une coloration plus ot moin
impartante avec tous les sucres.

fRéaction & 'alpha naphtol (réaction de MOLISH) :

Cette réaction est positive avec tous les oses; le dérivé phénolique utilisé est I'alpha-naphtol.

Technique -
o Dans un tube & essai, verser 3ml de la solution & analyser et 2 gouﬁes de la
solution alcoolique d'alpha naphtal.

o Agiter et laisser ensuile couler, le long de la paroi du't »m| d'acide sulfurique

concentré, ,
A la surface de séparation des liquides; apparalt un anneau rouge bordeaux en présence
d'oses.

- Réaction a l'orcinol (réaction de BIAL) :

C'est une réaction spécifique des pentoses. Le dérivé phénolique utilisé est I'orcinol. La réaction
s'effectue en présence de chlorure ferrique lequel agit comme déshydrogénant, On obtient une

coloration vert-émeraude, caractéristigue des pentoses.

Technique :
o Verserdans un tube a essai 2ml de réactif de Bial.

o Porter a ébullition.
0 L‘Ioogner le tube de la ﬂamme et ajouter doucement 2 gouties de la solution d'ose

a étudier.
En présence de penfose, il se développe une coloration vert-émeraude.

f - Réaction & 'ortho-toluidine

Technigue :

o A 50 microlitres (pipette préréglée) de solution & analyser , ajouter 4 mi de réactif

& l'ortho-toluidine (flacon distributeur)
o placer dans le bain marie bouillant pendant 5 & 10 minutes. -

L'apparition d'une coloration orangée virant au brun indique la présence de pentose { xylose).
L'apparition d'une teinte verte caractérise les aldohexoses : galactose ou glucose. En cas de
mélange xylose- aldohexose la coloration orangée apparaft d'abord puis vire au brun vert.

Les disaccharides (maltose lactose, saccharose) contenant tous au moins un aldohexose
constitutif donneront tous une coloration verte. La redction a l'ortho-toluidine n'a donc pas d'utifité

pour lidentification des disaccharides.

Lo REACTIES :
Liqueur de BARFOED :
o Acélate de CUIVIE......vone.... & 1330
« Eau distilléé ...coveerireeee ;2000 ml
Filtrer si nécessaire et ajouter :
+ Acide acétique glacial........ 18 mi
Raactif de SELINANOFF
o Résorcinol .oooooeiiienin 129
o HGL BN soimss sovsmmemsssmmmenn o : 1000 ml
Réactif & l'ortho-toluidine .
o Thiourée .........iccoveeeiivines 150
e Acide acélique ................. : 940 ml
« Ortho-toluidine ................. : 60 ml

T.P. Biochimie
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Liqueur de Fehling -
» solution A:
_ sulfate de cuivre pur (8 S E16) SRRIUSRTIIEIY b
B0 PUI ot
T B diSTlEE GEP.sere
« Solution B , ‘
_ Lessive de soude (NaOH 2 40%)
T Ea distllEE GBI
Réactif de MOLISH:
. solution alcoolique d'alpha naphtol @ 1%
Réactif de BIAL: -
« Acide chlorhydrigue pur ... DTN TTRTRPEPRED ;
TRl s S 1
. Solution de chioruré ferrique a 0% 0ciereeees ‘ |
Réactif enzymatique - \
ose sanguin (Méthode GoD) contient de la |

Le réactif commercialisé pour je dosage du gluc
glucose oxydase (extraite d'Aspergillus niger) , de la peéroxydase (extraite du Raifort) et le

chromogene

- I
| |

Il - RESULTATS

. La spécificité dune réaction n'est jamais absolue. Une coloration trés legare ou

Remargue .
drapparition tardive ne doit pas aire considérég comme posilive . |l ne faut conclurs ala

présence d'un sucre gu'en ¢as de réaction nette.

o Faite un tablead récapitulatif de toutes 1es réactions effectuges tout en mentionnant 12 conclusion

pour chacuné d'elle.
o Donner la composition 12 plus probable de la solution contenant le ou les MO

solutian gontenant le ou ies disaccharides.

posaccharides etla

R et IS
Mwwﬂwmy)uwwmg

______.___,__M_'__’___',_,_M_____
W T e S

Voici la liste des solutions possible que vous pouvez obtenir lors de cette manipulation:

Les monosaccharides ‘ L es disaccharides
KYLOSE ’ LACTOSE
FRUCTOSE MALTOSE

GALACTOSE SACCHAROSE

GLUCOSE LACTOSE + SAGCHAROSE
XYLOSE+FRUCTOSE MALTOSE + SAGCHAROSE
XYLOSE+GLUCOSE

GALACTOSE+FRUGTOSE

GLUOOSE+T".RUOTOSE

XYLOSE+GALACTOSE

XYLOSE+FRUCTOSE +CGALACTOSE
XyYLOSEHF RUCTOSE+GLUCOSE

onosaccharides, vassociafion ga\actmse-g\uoose, dans laquelle le
galactose masgue Ne pourrait &tre mis en évidence, n'existe pas dans les échantillons proposés.
Dans la solution des disaccharides, rassociation maltose-lactose, dans laguelie je lactose Ne

pourralt &¥e mic en évidence, n'exisie également pas dans les gohantilions proposes.

N.B :Dans J]a solution des M

i)
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RAFPEL

Hexose Pentose Aldose Cétose
Glucose + +
Fructose + +
Galactose + “+
Xylose &
Arabinose + 4
e

Lactose = Gal. + Gluc.
Maltose = Gluc. + Glue.
Saccharose = Glue. + Fruc.

CH=0 CH=0D

Gluo _ Gal

T.P. Biochimie
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(A - MISE EN EVIDENCE D'UN ACIDE GRAS SATURE PAR SAPONIFICATION __|

1) Saponification par voie chimigue

Principe :
Sous l'action de la chaleur, des alcalis ou de certaines enzymes (lipases),

dadoublent en leurs éléments constitutifs : acides gras et glycérol,
Si ce dédoublement s'opére en milieu alcali
pour donner un savon constitué, par exemple, d'un mélange
d'oléate alcalins (saponification).

Réactifs .
- Soude en pastilles
- Alcool 2 95° '
- Ampoules dhuile d'olive

Technigue : ;
o Introduire dans un tube a essal une trentaine de gouttes d

les glycérides se

n , les acides gras formés se combinent & la base
de palmitate, de stéarale et

huile d'clive.

- Ajouter une pastille de soude ou de potasse et a1omi d'alcool & 95°C.

(0]
o Chauffer avec précaution au bain-rmarie bouillant.
O

Constater qu'au bout de guelques instants le glycéride en expérience est

dissous . |l s'est formé un savon de soude soluble dans I

alcool. Ajouter

doucement de l'eau distillée jusqu'a obtention d'une solution de savon trés

" |lagérement opalescente.
o Si l'on observe une couche huileuse non solubilisée a la

surface de la

liqueur de savon, c'est soit que la saponification n'a pas gté complete par
suite d'une addition insuffisante de soude, soit que la matiére grasse

contient une fraction insaponifiable importante.

2) Propriétes d'un sayvon

Réagtifs :
. Acide acétique pur
. Solution de chiorure de baryum 5 10%
. Solution saturée de chlorure de sodium

e eE———
T.P. Blochimie ' ’
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Technique :
o Mﬁ@parﬁr dans 3 tubes & essai la solution de savon précedemment obtenue.
o Ajouter: -
- Dans le 17 tube , I'acide acétique pur doucement jusqu'a I'apparition
d'un précipité blanc.
- Dans le 2°™ tube, la solution de chiorure de baryum & 10% jusqu'a
I'apparition d'un précipité abondant -
- Dans le 3°™ tube, un volume €gal de solution saturée de chlorure de
sodium ; il se forme aussi un précipite. ~ © -

Les trois précipités sont de nature différente :

-. Dans le 1% cas on a acidifi¢ la solution ef on transforme le savon soluble en acide gras
insoluble dans I'eau,

Ry—COOK + CHy—COOH~——CH;—COOK + R,—CO0H

- Dans le 2°™ cas on a transformé le savon sodigue soluble en savon de baryum insoluble.

2R—COOK+BaCL, »(R~CO0Y, Ba+ 2KCL

- Dans le 3°™ cas, on a précipité le savon sodigue par addition d'une solution saturée d'un
électrolyte fort, Il s'agit ici d'un phénomeéne purement physique (floculation des solutions
colloidales par les sels neutres) : C'est le relargage. ,

LEQ - MISE EN EVIDENCE D'UN ACIDE GRAS NON SATURE PAR FIXATION D'IODE :7
Pringipe ; |

L'acide oléique qui entre dans la constitution de la trioléine, conlient une double liaison . Sur cette
double liaison on peut fixer deuyx atomes d'jode.

CgHyy ' CgHyg

| : l
CH CHI Quand liode est complétement fixé, ia couleur initialement
(I%H éHI fougeatre (iode libre) devient jaunatre {dérivé jodé de 'acide
= ique). L'addition d'empois d'amidon ne provoque pas de
, ’ ofélqug) L'add N der ’ ; :
CoHig + 1 > C-Hi. coloration, ce qui indique I'absence diode libre dans la
|7ng 2 ]7 (l)l solution. Si I'on ajoute un exces d'jode, une coloration bleue
c= C= apparait .
\OH \OH

Une molécule djode est fixée pour chaque double liaison. La détermination de la quantité d'iode
fixée par un acide gras permet de connaitre le nombre de doubles fiaisons quil contient.

La méme détermination effectuée sur un lipide permet d'avoir une indication sur le pourcentage
d'acides gras insaturés que contient ce lipide : c'est l'indice d'ode.

_/i?éacf/'fs__:
- Ligueur de lugol :
O lode: .. 0,25¢g
O Jodure de potassium : ....... 1y
O Eaudistiliée: .................. gsp 1000 ml

A conserver & 4°C

- Empois d'amidon :
Délayer 1 g d'amidon dans 5m! d'eau froide . Verser ce mélange dans 100 ml d'eau
bouillante contenant 3 g d'acide borique. Laisser bouillir 1 3 2 minuies. Conserver en
flacon stérile, & 4°C,
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CALCUL POUR LA DETERMINATION DE L'INDICE D'IODE D'UNE HUILE

L'huile dissoute dans le chloroforme est saturée par IBr ( solution de Hanus ) selon la réaction :
R—CH=CH—R +. 21Br —% R—CH-—CHI—R

[Br en exceés n'ayant pas réagit avec I'huile va réagir mole a mole avec Il selon la réaction -
Y g

IBr+ KT ——+ 1, +KBr

iBren excés sera donc dosé indirectemen?‘e'h dosant I formé,
lo est dosé par titration avec NagS,04
L+2¢ —2I

285:0:" = 8406 +2¢”
L+ 28203: — 217 + 8406 f"

FEzeai i blanc

UL

Ns203 x Vs203
N % Vi, = Ngpo; x Vsios =P Nj, =

Viz .
Y & ¥
25ml 0,1N ~ chute
burette

Ereai gvac I'huile

Np X V' = Ngo X Vigos @ Vi =

b ¥ ¥ Niz
calculé 0.1N chute
huratte

V', estle volume o provenant de IBr en exces
Donc le volume 17 correspondant & IBr fixé par Phulle & Vx = (25— V'y ) mi

o (_Vx XJ\/f.'z)

Nombre de moles [ dans Vaml = | Mx —% moles
1006

1
Avec Miz = — Ni»
9

La Masse de I = (l4x x 254) g

=» P(g) d'huile = (Mx x 254) g d'iode.

_ Mx x 254 %100 , o .
« 100 g d'huile =2 E g d'iode = c'est I'indice d'iode
, Mix
I1 =25400 . -
i |
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""Ji'fltjile €N solution dans l'alcoof est Saponifise ep Présence dun Volume connu en EXCEs e Ko
alcoolique - L'exces ge KOH esgt dosé par une solution dacide sulfurique de fitre conny,

On eXprime lindice gg Saponification par iz quantite (en Ng) de KOH Nécessajre pour Saponlfie; .
1g d'hui/e,

Réactirs
" Solution g KOH alcooligue
Solution de M50, 0,5 N.

Mode QDEratoire
O Transvage, dans un erlen de 250 ml sec Environ 15 OQuftes -y o

B le poids "pn des 15 gouttes d'hyyje a éts p’féalggiément pesé gy Mg prés gy
Une balance de Précision, Vous frouvere, affiche dans |z salle deg TP Je poids

obteny, .
O Ajouter 4 Thuile (15 Qouttes) 25y de KOH alcooh‘que.
Préparer un essaj 3 blang (sans huile ) en mettant dans yp autre erlen 25 ml de KO

alcoolique.
O Surmonter l'erien tontenant 'bhuile qyp réfrégerant et chayffer pour ameng la solytioy,

alcoolique 3 €bullition dotce |
O Poursyjyre la Saponification Pendant 3¢ m,
O Arréter Ensuite |e chauffage » PUis ringer le refrigérant avec un jet de pissette.
©  Ajouter quelques Jouttes ¢e phénolphtaléfne et titrer Jg KOH Testant avee H250, 0,5N,

Ca/cu/s et Compte rendy

1 Déterminey | normalite de Ko
2- Caleyjer lindice gg Saponification ¢ huile Sachant que

Is = Mg de Kop Nécessaire ‘
g d'huile '

L'huile ggy Saponjifige selon g réaction SUivante -
R cz° Kog R cz? B
\ tokoH | \ + 20
TN OH NN OK
(AG) : (savon)
(sel aclacyin dAG)

Essaié Blane
Nion x Vionw = Niosos Viasoy ‘ [

25m] 0.5N Chute i
burette ;'

/

/

NH2504 X VHa2s04 |

= NKoH = — |

Veon /

Essyp avec I'hyjfe &
KOH X Vi, = Nrasas x H2s04

En excag 0.5N Chule : '
burette j"

X V'Hagog
Nxoiy

r.pP, Biochirnie } 3
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Constantes card sctéristiques des différents
. ‘ P
mﬁ@@m amines
pKa pKa de la Poids Occurrence moyenne
Nom Code du ﬁﬂmia: chaine Moléculaire dans les protéines
COOH 4 latérale (%)
Alanine ALA A 2,3 9,7 - 89,09 9,0
Arginine ARG R 2,2 9,0 12,5 174,20 4,7
Asparagine ASN N 20 88 - 132,12 4,4
Acide Aspartique ASP D 2.1 9,8 3,9 133,10 5,5
Cystéine - CYS C 1,8 10,8 8,3 121,15 2,8
Glutamine GLN Q 2,2 9,1 - 146,15 3,9
Acide Glutamique GLU E 2.2 9,7 4,2 147,13 6,2
Glycine 5 oo G 2,3 9,6 - 75,07 7,5
Histidine IS H 1,8 9,2 6,0 155,16 2.1
|soleucine ILE 1 2,4 9,7 - 131,17 4.6
Leucine LEU L 2,4 9,6 - 131,17 7,5
Lysine | LYS K 2.2 9,0 10,0 146,19 o 7,0
Méthionine | MET M 2,3 9,2 - 149,21 1,7
Phénylalanine PHE F 1,8 9,1 - 165,19 3,5
Proline PRO P 2,0 10,6 - 115,13 4,6
Sérine SER 8 2,2 9,2 - 105,09 71
Thréonine THR T 2,6 10,4 - 119,12 6.0
Tryptophane TRP W ‘ 2,4 9,4 - 204,23 1.1
: Tyrosine TYR Y 2,2 9,1 10,1 181,19 3,5
[ Valine VAL V 2,3 9,6 - 117,15 6,9

- Y . w - -



Iéthode de Wijs
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iubles lisiscons dun aci de gras
Définition

Lindce diode (1 odd dlnlifide est lam asse de diode (1) (exprim éo en granm es) capable de se fixer

sur les insaturati ong (liisons doubl es |e fus souvent) des aqi des &ras contenus dans cent granmes do
m didre grasse (ependant | ind ce dfode enlu-mén e ne posséde pas dunité.

kS

caracténstiques sont connues.

Principe

Duns cettem dhode, on uilise le réactif de Wijs qu est une sq ution dem anochl erure diode It
can posé dus réactif que |e diode, mas strictem ex équi valent 4 celui-g dy pdrt de vue du nam bre de

mdes fixées sur les doulf es lisisons. (h fait docs agr _n&mo:.maaéc.m, quelbnm e en excés conny
SUr Un carps gras non satwé 1@ se fixe sur les doubl es liaisons.

R-CH=CH-R 4101 = R — CHI - CHQl - R

Lbxces de réactif reste en sdution, on goute dors de | {odure de potassiun en fort exces

Alnsi le diode [f bére est dasé par une sq u on de concentration m dare connue de thi osulfate de

DS /. witdped a O M9 ATt e Aliie

ey Méthoda da W[5 — Wikipéa

1 3 m ™ d— ' oo
25,057 = 8,08 + 2
L NI «l “ul 4 -
I +28,02 => 54057 + 21
On rédlise un dosage tén dn dans lesm én es conditions, m ag sans carps gras, afi

détem iner {a quartité de diode QUi asaturé les doubl es ligisons. I faut wiliser dy
est détruit par leay,

Schéma du dosage

Acide
gras Wijs Wiis thiosuffate
. thiosulfate
vT
VE
] L
Essai Temain

Vrcorrespond au vd um o de mew! versé au Emoin.

Vgcaorrespond au volum e de meml versé & Pessaj.

m &S sans corps gms),
Protocole

Matériel

+ Doux erlemn eyers avec bouchon adaptable,
. Une dpette jaugé de 20 mL.,
 Une burette,

Liquides
. Du cyclohexare.
. Duréactif de Wijs.

, Delbau distillde,

. Deliodure de petassium a une conceutrati on massi que ds 100 gl
, Duthosufae do sod un aQ2m d/| environ,



i

1

l

i
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Remarques

w0016 Métrode de Wijs — Wikipeda
Etapes

Dans | erlemm eyer, introdure :

= unem asse de carps gras exacten ent pesée proche de 02 g
« 20m Lde cyclohexane |

s 20m Lde réactif de Wijs.

Boucher ¢ agter energiquement.

Laisser reposer 40minalbbscurité en secouant detan ps en temps.
A outer ensuite

: 100m Ldtau dstillée

s« 20m Ldlodure de patassium (& 100 g/l).

Boucher ¢ agter vigoureusan ent pendant 5 min.

Doser {iode fam ¢ par leth osulfate de sodium.

Réaliser duns lesm én es conditions untén dnen uilisant lam dtié des réactifs m ds sans corps gras.

Les lip des sont sdubles dans les sd
tilisation de oyclohexane.

Le diode est dus sduble dans le 36_ oraxm:n que dans | kau ; & cause de cela, il faut agter pour faire
passer le diode dans | bau, 1a ol il peut ére dosé.

Quand la phase aqueuse est presque décd arée, gj outer unmillilitre dbm pds dimidon puis continuer
le dosage jusquit décd oration tatale des deux phases.

La réalisation dun tén dn est nécessaire pour la réalisation des calculs. Letdn dn peut &re fat avec la
matié autatadité des ractifs.

..1ts organi ques et non dans | kau @ tem ERE@ an Harte), dol

Sécurité

S

Ne rien jeter dans lelavabo S débarrasser deg/Géchets orgam ques dans un conteneur prévu 4 cet effet.
Calculs

Détermination de _.Em:om a__oao

(S untén an a &€ réalisé avec tous les réactifs, ne pasm utigier Vpar . deux.)

Un

mde de W réagt avec deuxm des de m qu done :

)

le nan tre dem des de diode :

)

M%C3%AGthode_de Wijs

9212016 Meétrode ds Wijs — Wikipsda
Tg,02-, le nan tre dem des dions thicsulfate ;
m.mmomr la concertrationm dare enions th osulfate ;
Mg, _mB asse de diode ;
M, lam sssem daire du diiode.

Ensuite, il faut rapporter & cent granm es de caps gras. Fxen de :

v 0,155 g de [ yréagit avec Q 183 g de corps gras |
1 x g delréagissent avec 100 g de corps gras.

0,155 x 100 __
H”ll%l‘w.#_ﬂm

Tige = 84,7

Détermination du Boag.m de doubles liaisons d'un acide gras
m?&m x H./,.ﬁwnwam gras

Nombre de doubles liaisons = My, x 100

Avee Macide grag lam assem dadre de | hci de gras supposé pur.




