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l'laisiàn"le séonce :"'"""'"'

g REACT}OI{S §PËCIFITUE§ D.tÜËT{TIFIÛ}.TI ON DES ACIÜES At\rïtl'lË§

§l.aEièffiË,§És,tsË-
o DETER.[/]ll'lÂJl0 l'J DU pK ET DU pHi D'rJl'lAÛ1DE AIi"l1l'iË

Ciirouiàme séuncê :"""'"""""
ô II'JFLUE|'JCE DU pll SUR LÂ §OLUBILITE DE LÉ' CASEII{E

Sixième séonÇe :"...'-......"'

ÔREAcTlcr{DERECHERCHEETD']DENT|F]CATI0NDESSUÔRES

S e:tlàme séance :--'^""""""' ""':':"""""'
O ETUDE OiJr,.IirATI'V'E DES PRIN;iËÂüi COI'ISTITUAI{T§ LIFIDiAUES

fi DE LEUR§ DEF.IVES T'TEîAEOLIQUES

,: - -, .es TP est de praüquer (parfois rt1-yoil e1

: i , .:' ots fractonnemen" ou de qr'rartif'caIot:
dé monstration) que-lques techniqu es rl' r Centjfl caij on'

âpp,iiïéJ , a;s shuctures b)cchimiques protélques

a q.:a-ertées. 
r

l.-.iil:'an:quitravailleenbinôme,s.ahacheraàmettreenpraüque]esrecommandaüonsdg
ter==1ir=..r.,:n: oes uonnjl J;ï;Ë oîlà["rrt"i*; il';;;;; ête apte à.*xpo="t ie principe er llntérè1

des *=^----rs pToposees; il devra connallre ," ,Vpl'it Ëitiitt'ï, f ià'ctlviÉ et ie rÔle métabolique des

mr#ci:æ ;;;i ées' 
Lissanræ cie r,ensemble des manipulaiions quïl-aura à

[ffi ;;'i,#,;X-*,::Ëffi f i:i:iq"r":1ïf#,*:::"*'l*iH,:t#l3ïîæL-i.lî,]ï'u'
btandre sse -*=,=. uu"r,î f ".ïÈ "ui 

irqileuc uuuJ'iJOigut*' il"nuur,bie de tous les comptes-renüus '

Durant ks Tir- *: ! :cl.rimie, .YouÊ §erez certes jugÉs sur les comptes rendus que yous rédigerpz mais

ü;k;Tï 
,.--.=r=" de vos réponses arx questions qui vous seront posees en début de sèance

_ ffiJ.'; =: 
votre appliralion dans un sens]arge (ar§anisaïon dr: ,iravail .dans I',espace et

' drr' is :e-:Es proprÈie ct ia pa'iilasse'^")-

T.P. Ê _



f} §qffiÂ F*i IS,fi.I*Ë # §S

ffi ffi S Ï-fHd$,Vé-UH F RAT§ {ê L§ ËS

les produits

I

. li eSi tf'rdrspei rfiittle CJt pl-âi-rAt ut ia S,;i,ri i.;r: -1i-r ll ii';u,i;, i.rlcr.i(lL.itl, i:r-.t: ,tr--lii, ii ii;iriIit* aticrlirrr:mr:n1 loLLt ie tr:xfe clLr fa:iiclie cllr*spon,:larrl à la marripLtiiilicn. l'Jrre
riri.r:riotiLtiiitn r:ci-ii* ilrurrâ elrs cf[e,:ti-rée ar: dr.;Lriii ùr..a;Ieii]l-iË scart:=

' 1-.'oi:lenticrn de i-rons résultats esl tor,r.lours IrÉe à la bonie marripuiaiion et à la
propreté du rnatérrel Lrtilisé* Bien nettoyer Ie matériei à utiliser (tubes, prrpetïes, crlens, béchers . ) arrant et
i,tprès chac;ue utilisation . Le nettol/age doil être eJïcc.lué plusieurs fcis à i,eau cle
robinet et deux fois à l'eau distiiiée.n L'eau distillée est fournie dans Ies pissetles qr-ri doivent ôtre garclées toujours
forfirÉes

' ll ne faut pras laisser traîner les bouchons sjur ia parllasse . I{e jarnais pipete r l'e au
distillée directement de ta pissette, ma,is ur,iliser un tr-rbe à essai ou un bêcirsr
prcpru.

u J-ous l9t appareils (centrifugeuseË, spectrophotonrètres, ) cjoivent être
rranipulês avec prudence. f'le pas hésitei à se renseigner sur leur utilisation afjr:
d'éviter tout accident rje mauvais usage.

-:) fledact-ion nes resu/fals
L.in conrpte Terrdu dcit être remis par chaque i:inônre à ia fin de la seance.
ll rJoit eire reCigÉ soigneusernent et dciit comporte:'

" Le b,U_t de la marripulatiorr
* Les &§ulicts . tar-.rreaux , cou'brs, r'épcnses aii;r questior.r-c , ..- ljüËigÉiqljen des résultats el la conctusrrrr

4lÈ Le$ r,r,){0s
La note tiendra corrtpte cJes résultats trouvés, ciu conr5rte-rendu, cje la façort rle
n rrtnipuler ct de la prr:preté de la paillas.se La rrote eie l'examen de ce T p corlpter"a
;ir-:ur 50')ô dans la note moyenne finale du Tp de Biochjmje

'i) üartr;iLInes rle §érurifé ,'

* Foil de la blouse obligiatoire
. lr-rleldiction de fumer darrs la saile des Tir
" Iüanipuler avec prrêcaulions ies acidr:s, ies bases et

inflammables
. En cas d accident préverrir imnrédjatement l,enseignant.

,Jl Conssfjs pour îe ban déruulemen{ dçs T.lt:
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Dans les rJosages, o pêi-ati ons clui coIlsi§
étudlÔ, i a tot.tj

tent à cléterminer la concerltrati0n d'ulne

0urs une plrase intermédiarre clir

Êsllle pCIur CIbttnif

Ç I

rians tll"j milieu v 1qm

le résultat fiiral

sLtbstance
traitement rnathémal"ique cles val0llrs cÛnrrêes Par I'af'/' "

uèirtnenl emP loyé est la règle de trois, règ e qlll

ortionnalité sinrPle'

cl'une snlittion st la concÊniration de la substancc:

l'absorbancs cera for1e. Cn Peut défirrir :

Le nrorle de ca
êr ri: nAf Une

s'applique à des nombres llÉs entre

I e>isle rleux formes de ProPortlontr
aiite simPle reliant cleux variabl esXetY

Le ProPottionna lité dtrecle qui s'êcrit . Y K,X
K

lcul le P lus frêq
relation de ProP

è

t La proportionnalite lnverse qui s'ecrit ' \' = 
'

*.:ùgre'.rÊ tr.;is est ltrp:i"'irr !:11 ', ,l','',nf,t,r.Ï;ï-,,j,-;:.;:;-Ï:i; ;tî '
u"n 

-uâf"ur 
de Y (y corr.esporidattl É' x )' uÉ r uuvp':

correspotrdantàx')' y y -y,r^,.nrr,=Irx,
Ën lrroportionnalitèCirecte' X= 

K=;=--LrurrL ) - x' 
)ry

En proportionnalité inverse' "=* 
sr:it XY = K= xy = x'y' donc y'= ;

pour effectuer ccrrectement une règ1Ê de trois, i] ,yII,,1. savoir sl les rrariabies sci"rl

reliées par proporliJnnàritJ ciirecte cu par propoiliontrairté inverse'

Exemples
o

C''est Iâ cas entre I'ai:sorbance

^ t\soroante: A= K' C
DlLrc la concentration ost éievée, Plt-ts à l'urrité

3

*

Qnit l'absorbance ci'une sclul.i on dont la concenlrati on est égale

K et Par là lrouver la val eLlr "4" de A coi"lesPo ndant à une valeul'

que lconquecdeC: â=A/L' u
,i donneia itne absorbatrce èrtale i'

Soit la concentrati on de \a solution qu
là on trouvera c' de C PCIur une va.leur

'unlté Cest à dl re = 1lV' et Par derrriei- caa est

ue d'ab r]ce ê' : c' a( en 6:raticlue, ce

que lconq §orba

ler c.cnrPare à celle d'rtltlLle p)u quent Put Ll'nu cours d'un dosage , on mesllre l'alrsorllance
s frê

d'une solution de con centraltcrt ncünnuc et on

solutiort cie concetrtrati on connue )

ij

T.P. Blochimle
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.) [-L.],{:Ilgualll*=-lLrvqrfu, 
.i:.r volulr.rr, _i:,.ii:iiîiiila, d,une

i,s1 lt- - , 1-:-i ;, +lrn:u l:i r '-tr'-'i'' : '' :".-'!''-^1.-' 
.'i-' 

,.'

solutlon c1e üoncentration ccrltjtue. L egalite et;.Di"rl-rÊ qite la quanlite 'Je surrslance

Cisr,ioi.tte i^re ',rerle pas : C.V = 0
l;i l,on augmenie te"voiurle qui devietli v', oil ll.riienl urle nouveiie c':ricentratiotl'

CV
f ,lr-tr; faibie clue l'r;n per-rt calcLtler rl'= -v,

r-rrr peut aussj{aire l'opération qiri cor:sisie, à parlir tJ'un tiolume V cje concentratlon c

â cjélern-tlttÊl le vOlume r,',1,-,'il faLli aiiOir poLir-i'l'-le la coitt' "'Atterr sCii c' ll faUi

rictire : v'
C,

..:::trfif illllrr,J;!:i.i-ry1-1i:{iiU.-,::ilirjig)

l:i coitnal:i9,anÇe précise Êrsl la cle rJr:1a coi;-lprrr'llâil5lÛn e1 tiÉ jâ Ie:j'-riL-rlr-it Lir:

,' l,i,it'' i'lr. 1, -:il il.' tll'-:

],i:linitîans
u La gaiajjlÉ-est la valeur absrrlue e>lprimatrl la grandeur d'urie masse ou d'un

volunre
o La cw_ÇlJlLtaJl_QLreprésente la masse d'tlrle sLlllstsnce disscule clarls 1'unité de

volume d'une sôution (elle peut aussi s'exprimer par rapport à l'uni1é Ce masse

ci'urre §olution ou o un 
'solicle). 

ldotr:ns que Ie ntot concentration a un deuxième

5ç11-r qUi eSt laction de concentrer, de rticl'"rire 1e volume cl'une solution' dcnc

C'al-tgntentei' la c'oncentration des ccrps discotls

* La sjlt!_tion esr I action cle cliluer, d'accroitre le volume c1'Llne solution par adciititl'i

cle solvarrï. rtte Jésigne égaientent le résultat rie diluer : par ad'Jitlon de solvant â

u,e sr.rlution , on ontËpt uÀe deu>lieme soiution qui est une clilutiorr ce la prenrière

,i;ïr:ieiiorls eufJ"ë ces ferres
I )arrs le cas d'une s,,rbstance ciissoute clans Ltn Iquide, Yoyolls les liaisons existant

i:ritre nrasse, ooncentration et cilutir:rr, en iaisltnl intervenir un quatrtème tei-nre qui

rlsl celui ,le vctLule iquânr.ite cie solLriior"r). l-e tÉrrnÉr ce quantité étant réservÉ à la

rÏrilss,e de substarrce dissoute.
,, l-A r:ct-tcetttrattOn C = CÔ"/ Oui est ie ra1:pnrt de deu>l grandeurs' esl une valeur

relatrrre, indépenclante du volurne de la solutinn donl on cJi§po$Ë''

." La qualttité cie sul-.rstance ciisscute est Llrrrj \/i:lleLll aljsolue qui e5t dtre;tenient

fonction du trolurle de soiutjon mrs en ieu (l = C V

u, Sur un volurT]B délerminé cje solution la cliiutiorr qui augtnente le volurne a poui"

C \,'

effei de cjiminuer la concentratiot-l en proporllort tnvet-Se ' C V = C''V' oU o = î
eli È: un irolurne injtial cc 1 0n aloute I volLlrtte:i de solvatlt, on obtierit un volume

{rnal rl* 10 clans lequr;i la corrceirlraiiorr cler s''ti,.statrce cjissot-tle esl rji>l fois plus

(l
fatl:la ous rjang le volr:me inltral 'l.C = 10 c'ot"l t =li

1.,:-:jlt ctre l,oi; a ei-J:,:1rre,,tirt rlri.titli' ijr i.ti-r :ji.'lièrilr.-] il.l.Ê en alirulanl 11f ir3l;ll1E

ijt S,:,i,iail1 il? 1Lr a Ufr la)li-.1flli:, ir:iir:Ll r*r;', ', :l l-'' r.'ll '.ri-' \1')iLll-il' iif'3 iir' "i ' :''' l ' I

'.ll ti- ti l-lill it el''i i'''"'t':'ti'

E-

'f.P. Birchlnrie
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§ pori i.j\iùir LrirÊ solr-rti':i': :-jc concet-ï::l?.i;ir,t"'lîldcî3?,ïofit:.',ÏÏ.].f,':[fft"'::
subsrarrce Q, le volumÉ ür:'l'li'l':î'll:,J"', .à,lru uorrnre dr c*-ps a cirssoudte

éortii'alenl a; volume clÉ'' solvanl â c' tv'-'

. ii*i:lit# ;:lJnî-iâ-r;:=y::li*:': panir d'une sorut oTi 
'[rÊ 

cono'ntratinr

. E;,i-SilJ.l::lî"iï.T; i"JË,:i*ï,,"n de concerrrrarion c , ir Taut crissoudre {-tne

. U::'S,:: ::lnm'Î :'? Y"*Til-1"l: : fî,tl 
LJ'utt v:rurne v d'rtne sorution

plus concenrrôe de corrcenrrai ïËiïio; 
;i5il; il;' 

--iit 
cle façorr à obierrir

un voiurle Tinal v' tel que 
" 

1t'= * 

". 
oll î = ;

En expression rhjfFrôe , il est conrnrode cltitiJ*', pour fixer le voiume inltial' la valeur

de la concentration ttnate , te votume final to"u'ponJâ.t' tui ' a lâ valeur de iir

concentratron initiale. par exemple,pour ontenir une;;il;à'i7 nrg/ml à parlir

d,une solution à 45 mgimi, on p*,Srur* îZ ,nf 9e ,cJtÀ 
dernlère solution et o',

- conrprérera avec dij:,lr?i!ïîo',iT # 
,Ë' de 45 ml

On aurabien : CV=c' v' = llD' ) I

Ë:fl:',3[Ë'Ë:',î#',:: p opo rcn, .r:1'l::ï':ilï:ll,^'HJ;§Xfi; i-Jffil"io 
is da

conce.trarions oir!'rË;i;Jli; ut crl pour oi:tet-rir ule toi'itn cle concentratiort

rntermé<liaire Cs 
' 
g-it-à-ii'L-t*"ur*J'JJ* vr Êt y' qui satisferont l'équation'

ô; . v,,-; cz. Vz= c:, ( V1 + V2)

On peurl ecrtre : , r\ ,^ \\-/rr YuuI --' 
Ü,'r cr - c: ) = \': { tl3 - cr )

et par ccnséquent
Vr Cr- Cr

Ur

Lorsquils,agitd.ajouteruniquemetllc]t-lsc]vant,onaoz=0elparsuite

\h Cr-

Ceci s'écrit cornmodénrent de
Cr ,-..^1\/ na' /11 I

ïu tuçnn sujvanto (en précisant que C1 > ur > 't )

(C'.-Cz) -+ Valeur de Vr

Vaieur de Vz-+

\ir Ct

'ti : { 'r - ( .r

0

T.P. Biochimie



*1" ri * de la Cance trâtiûr)

ll n',r' a guère de cltotx tnlc;essant Ér '-e qr-l

pr,;néral le litre , P ar contre , les Possii:ilités so

qL rariliiÔ de substance cilssoute
)5 e donne ILa

conternÊ I'unité de volunre qui est en

nt var:iêes pour les unités exprimant la

a masse Par unité de volume ; elle

( ou concentration moiaire, ou moiariie ) est

( cu norn'ralite )clonne le noinl;re d Üquiiralents

s e>rprime en g/L
, Leco ti

expnnre en mole/L,

û

t^[\ Lr]

('

atre

par litre
Le peur-ce-ntaqe donne la ntass e de substatrce clissoute dans 10Û g de

solution (raPPotl rnassique, % P/P )
[]nr rr rrr mÂlrtrno ôê
T LrLll LI' I Il11..'rüL iquides iï donne

le volunie d'un des comp csants Par rappcr-t au volunt e total ( raPPctl

volumique'%VAl)
Errl,in le pourcentage peut être un mocJe d'expression cle la concentration massique :

iil r.nasse.n grurrnes cllssoute cjans 100 rnl de sclution (% Pi^i )'

Lr:s résullats d'analyse doivent être comntutriqLlés de manière à ètre facilcment

ar:cessibles aux utifiiateurs, médecins ou patients par exemple' Actueliemertt ' les

t-rnités cle mesure recommandées sont celles ciu systèmes S'l ' Dans certains cas 
'

tr*ls que les résutt,îuï;ânâfYn*s meOlcàtâi, it t'ugit môme d'une obligation légale'

ilans Ie système S.i, t'unit* de voir1me est le litre et l'unité de quantité de niatière est

.a rrrole: t'eXpressir:n'des Concentrations doit dorrc sefaire en concentration mOlaife'

jL üqflqer# po
fjiLrtôt quo de *'rnffi;lüiliÏê*âk *êrrq ra--Ëüte []ar exemple, affectée d'une

querlconque p.rissante négative 9t.10, il est prefrarable d'utiliser des sous-unités'

Ila*s un but de."*,rlàitd,-àe crarte et de sùieté, ir erit conseiilé cie n'enrployer que

ici *oru-rnités de I'ordre du 1/1000 : nrilli, t1icr., natro pico

nà.i*t*r l'ernpioi des déca, hecio, déci et cêrrti , Êû'üi'tÊ de confusion'

prendre l,habitude de se servir des sous-unités , cela signifie écrire 1.mm,oie et non

i.10.s mOle, ce qui simplifie beaucoup les rnanipr-rlatiôns sur los toLlches de la

niaclrine à calculer et donc les risqr'res cle fausse manoÉ)uvrë ' Cela pemret aussi un

nreilleur contact avec la réalité de la signification des nornbres, ce qui réduit ie risque

clerreurs fortuites et de fautes d'inattention'

(..rn choisit les sous-unités de manièrÊ à avoir l'expression chiffrée la plus simple

possible, *n prununt l;nrUitrOu de passer tje l'une à I'autre suivant les besoins' Par

il6fiüË iô{""rî;écrira dans les calculs soii 0,1 00 mmoi, soit 16opmol'

Les méthodes d'analyse courante (spectrophoiornétrie, titrimétrie) donnent ul'r

résr_rltat avec 2 0u 3 chilires significatiÈ.'En utilisarrt re système des sous-unités par

oi-clre de 1000, if àripâJaitefrent pàssinie cl'ér,riter l'usage des puissances de 10 '

Irrriiôz.rîn".àr" s,écrit sinrptement 1,02 mrnole ou t0à0 pmoles ' En pratique ' il

ri'est pas inconvenani d écrir-e 102Ü pn-roles'

7
l.[', Biochirrric



{êre §HAESüE

ffi ffilL E-HS&TEffiFü ffi
-ilFE{iffi ffi&ftq[VËH

F-q i
Eÿ HTdl'E-#Hsêffi&#,ffi

ET' frÏ{J$ieffim m'E-F84ffi S EJffiSTÂT*frffi FAffi

s F H *T Hqffi F* fi-fi ffi "H',ffi hÆ HTffi'E H ffi'AffiS(Ë fi:FTçq't ltl

tntf::"dllction 
'" '

l'u cours .,e cette rnanrpulatiol. l-"]Ïci,,tt rjevre se fanriliar"iser avec l.ensgrr,:; . . -

rnatéi-iel qui urru 
'Àü''à ,u Oirporiîil ;"i*, modes d'emploi ; les pi'éoa''r': .

I :t,J,3l§: possibre d'expos.er T:-=i:îlÏ.:î''i=uJ3.:îi 5liî:: :§,'J,:ic'nr' 
:-

une fouie de renseignenrerrts fragrnâ,iaires' lls 
'u'oni 

àonngs oralement par les

enseignants en uuùu-O* travaux prriürui . lls comprennent des indications et cies

;ff 
"it' " 1' J l*iJlHl!: i:' i,.-'#'L' l, Ji?? 1,1: -' :,:'^î 

*i r et d e r e s r a ve r' e tc

0 Les échantitlons à analyse', i"' 'Li,tions 
éialons. les réactifs,

0 L'usage des pipette§ en verîe et des pipeites automatiques'

0 Le mod* a'à*àfoi des spectrophotomètres'

comme après cette séance préiiminaire' les étudiants seront censés connaître les

notions de base reur permettunt aË#ËLiuà, .onu.tement res manipulations des

séances suivantes, ils devront Ot"" îà*àîi*imut tes àompténrents d'information

qui leur sembleront utiles'

LA

réaction colorêe de la Ph

eux aPPlicatiorrs de lu

ila loi de Beer-Lambert'

même substance doséc* Par

énolphtaléine est simple et bien tonnu :

Le Principe de la
Cest la coloration

manipulation propreme$ dite compofle d

ctrophotométrie :

c La réalisation d'une gamme d'étalonnage selon

" Le calcul de ü tonË*ntration inconnue de la- 
*p*.tiophotométrio d'absorption'

5pe

pa§se
témoin

par l'origine
rréactif.

Suivant la I oi do Beer-Lamhert, I'absorbance est ProP ortionnell e à la concentration de

la substance absorbante, En faisant des mesures sur Plusieurs solutions de

concentrations croissanles, on obti endra en rcPrés entation g raphique une druite qui

à condition d'avoir réglé I'aPPareil au zéro drabsorbance à l'aidc clu

T.P. Blochimie

rose qu1 apparaît en miliet-t alcalin.
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rnÇ I'unité de vo
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sse Par unité ck: vÔlun-le ' & i,r

ôu collclentratiot-t moiaiie' ou ri'lCIiarite ) est

( ou nornialite )clonrre ie ncmbre d'equiiraleills

asse rJri $tjbstanoe di5soute dans '.i00 g de

masslque, % P/P ) Pour utn mêiange ae liquides ii donne

total ( failPOd

L
par litre

le volurne d'un

Le
soi

pgutÇflu99
ution (raPPotl r raPPor^t au volume

donne la rlr

des conrPosants Pa

i r,r1n re r:i#nffi; i'XI-}: Tyl3"d;ffi::îi; iî,'îr'Ë'Àlîn'ration 
massique :

rir rlrasse *n nrcn''*î':;*-;;t-;ans ràoïi 'cie 
solutron ( % Plÿ )

:?srésullalsd,analysedc:ivent,être_comnruniqLrésrJemanièreàêirefacilement
a.:cessîbles auy. uflil;ir*,'médecins ou patients par exemptu Actueliernerti ' les

i.rr-rités cte mesure recommanoôes-soni HrrSi'i, uvyeq-u s'l ' Dans certains cas '

r,-:ls oue les résultats d,anaiys*, *uoit#îl 'i t 
''uit "ïJJ 

unu obligation légale

r)nns re eysrènre s.il üTiiâ o. uorr*àîrî1. ritrà àit',.,nità'Jeluantité de nratiàre est

!g .rote : l,express,"n'à*, *ncentratiJn;;;; iànt ** t'i'I eÀ concentration molaire'

CA,1
i)-

al'uniiê el ie mênte, la mole Pat exemPle, affectée d'une

u*lconque Puissance négntive de 10 il est Pré,f'erable d' utiliser des sous-unitési:;1utÔt qut erdes 'en tenil

anË un but de cornmodité 
'
de clarté et de sür"eté, il est consei Ilé de n'emPloYer que

q

r;s sous-unités de I'ordre du 1/1000 : ntilli, t'nicro, nano, plc0

Flejeter l'ernPiui des déca, hecto , dÉci et ceriïi ' ÊÛiiiÛÛ de confus ion

F'lendre l'lrab itude de se servir des sous-unités , cela signifie écrire 1 mmoie et non

I._)

1

rtrachinc à calculer et donc les rirques de fausse manoe uvre , Cel a Permet aussi un'i0{ moie, Ge qul simp lifle beaucoup les rnanTp

ellilS 1,a210-3 mo e s'ècrit sintpienrent 1 n? mmole o

::e st pas inconven

ulations sur

u 1020 Pm

ies tourcfres de la

ces de 'i0

rrreilleur contact avec la réal ité de la signifi cation des nombres , ce qui rêduit le risque

clerreurs fortuites et de fautes d'inattention

iln choisit les sous-unités de man ière à avoir I'exPres sion chiffrêe la Pl us simP ô

possible,
e;xentple,

enp
104

renant I'habitud
mol s'écrira dan

e de Passer de l'une à l'autre suivant les besoins. Par

s les calculs soit 0,100 ntmol, soit 100Pmol

Les methodBs d'analYs e courante (speclroPhotométrie, titrinrétrie) donnent un

r-irsultat avec 2 ou 3 chiTires sign ificatifs En utilisant le sYstème des sous-urrités Par

il est Parfai tement Po ssible d'çiviter l'usage des Puissan
i;'cire de 1000 ,

7

: l-'. Eiochirrrie

anl d'écriTe 1020 urr oles

oles . En pratique , i
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ruri AH-Hffi&TËSF'Tâ ffi 'FJEqk ffidLffifx{ffi ffi' 'ffiT&-E-ffiHs§ffiÆâffiËi

ET ffiffi§ ,i&.ffiffi, mi'§jPdffi S6"F ffisT,erü#ffi Flhlffi

S F, H*TTqM P- E"ff ffi ^H'ffi' trlHYffi E H ffi
-AffiSffiFAPTfi{tr-T l'i'fi

tttlLo.dllÿtîW 
-'''

AucourscJeceitenianipulatiol.l-ïÏcl*,ritj*vrasefanriltariseratiecllensembl[:r-iLl
matôi-ier qui uuru'rË"'à uu airpor,îon';-i", mocles J'ernptoi , res pi'êcauririris

d'utilisation ...

lln,estpaspossibled.expose,n.?.Y:jo,*eécriteàlafoisprêcise,hrèveetcompli,\lo
une foule oe rensàigneÀients lf*T;'''üires' 

lis 
'u'ont 

tonnut oralement par IÊs

enseignants en uurl*=0. tr.avaux prriiqrui . ils comprerrnèrit des inclications et cles

Ë.Ër' üt';;: 
J l#ilHll!: i:'li',.,:it I I li?îi i: :ï1,:-# î JJ ff ffi 

I a ver' etc

0 Les échantillons à analyset, i"t uliutions étalons' les réactifs'

0 L'usage des pipette' *n '**u 
et c'les pipettes automatiques'

0 Le mode d'emploi des spectroplrotomètres'

comme après cette stiance préiiminaire' les étudiants seront censés connaÎtre les

notions de base teur permeïat 9;fràirà, 
tontttement les martipulations des

séances suivantes, its devronr or.,J îà**î*iôrr res tômprements d'inforriation

qui leur sembleront utiles'

IITANI PI.JLATIC}N

LA
§p

maniPulation Proprëm
ectroPhotométrie :

n' La réalisation d'une '

" Lê calcul de la con'

sPectroPhotomêtrie

re[i dite compofla deux applicatiorts de la

r-: J^ r}F

gamme d'étalonnage selon la loi de Beer-Lambert'

centration in.onn'fJ* ta meme substance dosée par

d'absotPtion.

.G me d' lon nacl etlela p
I

Suivant la I

la substance
oi de Beer-Lambert,

absorbante, En
I'absorbance est ProPorii

faisant des mesures
onnelle
sur Plusieu

à la concentratiorr de

rs solutions de

concentrations croissantes, on obtiendra en rcPrésentation g raphique une dtoite qui

passe Par I'origine à condition d'avolr rég1é I'aPPareil au zéro d'absorbance à l'aide clu

ncipe de la réaction colorée cie la phénolphtaléine est simple et b en connuté moin reactif

c'est 1a coioration
Le pri

E

T.P. Bioclrimie
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Dainr; urre série de tubes à essais, intrOciuire succc+sgiventent

T ôrnoin ri:actif 'll'flmr)l/l 3üpn roïi i 451;nrol/l §0prn*l/l

0 0,5 ml 1
1l.,

:i

I:-arr distilléc 2ml 1,5 1
{lr-r 0

tlc:lution de
ph ûn oiphtal(:ine

r; 00 pmol/l

BEMAEÊ!Ë-qENEBAIE
L'ri*clition d'un réaclif ûu cle plusieurs réactifa successifs produisant une réacti.n colorée (ici le

tarnpon alcalin) , prôvoqu; natirellement un.e dilutiorr rlu composé étudié '

tependent,ll n,y a puuliuu Oîi"nir compte ile cette clilution dans les calculs'

En effet, les conrtition; ;;;.î;n;;ii* ar*nt er* stri*ârne'nt irientiques, ii faut que les proportions de

nriîieu à rioser ei ae riucfiinoient les rnêmes clans lous les ces. D'cÙ !l rêsrrlte que la dilution due au

rérrr:tif e§t touiour§ ta mgme aussi bien pour tes solutions êtalnns que pour les solutions inconnues à

douer. si on tenait,#;;'ilà;*i,r J* oirution, 
"eia 

obtigerait à ciàux opérations de calcul ramenant

à l'étet initial puisque l'une serait I'inverse de l'autre'

De plus, il faut noter qu'après,l'atldition du reuciù1ran*formant la substance à dossr' celle-ci n'existe

plus en tant que t"tie i:ians le milieu teurti"nii*r : ii ii'*;t donc paa justifié d'en exprimer la

concentration.

" pour iélivrer ias volunres rje sclulic)n de phénclohtalâine et d eau

Ondi§posed,unepipetteenVerreclerlrnletde2ml.'
, /rjouter Lrn sixièrnê tube clarrs lcqrtel voLls n-rettez2ml de la sclulion

de concenti"ation incottnue en phenoiphialéine

Erirruite ajCIuter crans chaque tqbe 4,4 ntrde stabirisant cre cororation (tamp.n atcalin).

ftûi;lanEer par retgurnÊment. Mesurer les absorbangÊS à la longueur d'onde de 550

na.,udètres après avoir réglé le zéro $ur le témoin réactlf.

f.;:-ffi.e.ultêl§-l

ô C{ûnner dans Ull tableau les valeurs des; absorbances en fonction de la

concentration des solutions étalons'

o rÊppor^ter sur;; r;ir; *irr*et* les valeurs rles concentrati'ns en absci$se et

des al:sornun.ôs'*îordonnée. choisir une êchrlle'lacilernent compréhensir]le et

utilisable (éviter les échelles 1/3 ou 1/4)'

Tracer la droùe roliant les points et pa§sani par Î'origine.

N B : P'ur "î 
iiiË*;*::.i:ï,:,* e1 en .rc.nné

() clécluire, a partir de la ccurbe, ia concentration err Lrhénolphtalénie de la sclutlci1

incortnue.

a
T [' Riochimie
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p tt E pp,ffiÂT E # §q ffi ffi s & E-HJ T' § æ P'{ s #t&["8 H§-# Sffiiiffi v

TEYffiÂTH{$F#EffiTffiffi.Yffi.ffi.ttfiHHuÀrEæËdË}ftfls
#ffiN#ffifWT'ffiÂY'H##fjqffi

b) La concentration exprimée en moles/l est appelBe également molarité '

ExemPles:
Une solution molaire (ou 1

Une solution molaire (ou {
Une solution molaire (ou'1

@"-__ :__*t
La nrajcrité cles r*tO-,t titbSCÉs oiÏ-'lil Ën;'Curr".ri-:s a:'il''.,-i':ei':scilrlrl*:

salines,solutionstanlponnéeslRlccnstanl).LesmoléculesbiologiquosensOltrtion
sont caractérisées par un certain noÀniu Jd paramàtres tels que la conc*ntraiic:i't' ia

norriralité et la molarité.

a)oridéfirritiaccncentrationtOmmeétantlaquantitéc],unréactifparunildtde
volume. l-a concen*tâü; peut être exprimée en unité de pc'ids par unité de rtoiurrte

o, àioru en nombre de moles par unlté de volunre :

, = !llt|'it'"rd'll+"hf où c s'exprime en g/l ou moles tl
unité rle volitrne

a

M) de
M) de
M) de

l-lCl contient PM g/l de solution'

1*1rSO+ contient P[n gfl de solution '

H.pO+ contient PIr/ gil de solution '

c) La normalité e.st cJêfinie conlme étant le nnmbre d'équivalents-grammes d'une

rubstancu Par unité cle volurne

Exemple:
une solution normale (ou I !) de HCI contient Pfi{/1 glt de solution'

Une sotution ;;ffiI; iou r Ni de HzSO+ contient ftüle 94 de solution '

Une sotutio; ffiffiË toü f r'r1de H.PO+ contientTM/3 gil de solution '

une soturio; ;;;dÉ iou r Ni â* NâOH contiont PÏvl /1 s/l cle solution'

a: Rsüglion gntre rnoJsrilg eÊ flq"Trïtÿlitê
La molarité et la nffirla relation., ll1= nxil/l

oü N = normalité ,'ü'='n*Lrrité et n = hô*ure d'équivalents [-l* ou oH- dissocidrs par

molécule,

l.P. Biochlmie
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i:!- fittrlai:ir:n mCIlaritê - volLlme o UN o rnralité - volunle

(.r:tte relation est essentieiiement uiilisée lors cJe la préçtaralion ds soiutiorrs ciiluées à

iraftir de solutions stocks concentrées , cetie reiatiott étant

l'Jr X Vt = Nz X V2 0U Dr N4r X \/r = l1z lü2 x V2

çt t.t

' I'Jt el lüi sonl respectivement la norrnalité et la nrolarité de ia soiution stoclt concentrée
o N: el M2 sont respectivement la norrrlalilé et la ntolarité de la solution dilLtée à préparer,

" Ir êt n2 soflt reepectivement les norrbres d'équivaleirts H'' ou OH' dissociés par les mo]écules
des solutions stock et diluée.

" Vr est le volunre de la sohition stock nécessaire pour préparer la solution diluée de vo)ume V2.

XJ. IVIANIPULATIONS

1- Fréparatîorr d'une solutiande soude (Na#ff) de mctlarità donn,Ée (t,'lW).

" Peser la quantité nécessaire cJe pastille$ de soucle pour préparer 0,5 litre
." d'une solution 0,'1M ( P.M de la soude étant égal à 40 ).

?- Oo,sage T1TRIMËTR\QUE de l'acide sutfutiqae {so/rrfior inconnue) par lafiase
/l{ôi0i-, (0,1îW}

6 Dans un Êrlenmeyer , mettre 25 ml de la ,solution HzSO+ de normalité: inconnue.
u Ajouter 2 gouttes d'hélianthitle (indicateur cûloré),

" Remplir Ia burette avec la solution Ce NaOlt 0,1 ïvl.

r titrer la solution de HzSCI+ aveo NaOl{. La firi de la réaction est marquée par

le passage de l'indicatêur colüré du rouge au iaune.
* Noter le volume de soude ajoutée-

Déter:miner.[a normalité et la molarité de la solution de Hz§Oa.€

t

T. fr. Btochin rie 11
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I. MISE EN EVIDENCE DË LÀ FON6T'ICIN AÇIDE ET' DOSAGE DES ActnE6 /lMlhlit.9

PAR LA ]'ECHNIQ UE DE FOEMOI-TITRATION N E SORENSËN :

- fl ffi.ine rêagit avec re {ormor pour former des composés ct'addition

+ HCFIO *. CÿI2OH

I{,

L,hydrolysedesprotéinestibèredesacidcsaipha-arninesrleformulegénérale:

,\ ,/{iü

I

v

ffie ffi&ffiT I trEq ffi & ffi fü W ffi'f$'Ë-ffi ffi

ffi ffiS A$Effi ffiS Jhft'$ § ffi ffi 'h{'s

+HCHO

\cl-t oii

rhotère (c{isparition de la fonction
Les dérivês hydroxyméthylés obtenus ont perdu tout caractère amp

amine primairei et reuriÏitËË;ili Ëiil'uir*"t"*ent titré par la soude

ll s,agit cependant d'acide taibles et il est nêcessaire.dlqou.lsel le virage de I'indicateul çslelir {la

phênol phtalÉine) . On àUtient une teinte |.o** pu*iut'nte à la fin rl, titragel Celte technique est r'ttilité

pour te dosage 0", u.,iJJà*i;;; p;Ë iÀ"nriique de formol titration de sorensen'

B) BEAGTLFS:
Formol commerclal
sàiution de soude 0,1 N

§oiution alcoolique de phénolphtaléine Èr 1 %

s;i,ii; de glyJocolle à oos"i (mncentration à détenrriner)

ÇI TE§HNIOUE:

" æffdu formol neutralisé' 
Dans un erlenmeyei i"tràJ"ii"-énviron 3.Q mt cle formol et 20 gouttes de phénolphtaléine '

Neutraliser pur fu 
"oUààn 

O* uouOe 0,1 hljusqu'à teinte rose pâle persistante'

b) Témoin . , -,- ,-,*^r n^rr+raricÂ nrÂ*lahterrrcnt oréoaré. 'l 0 rnl r]'eau
Dans un erlenmeyer, rnettre 10 rnl..de formol neutralisé, préalablenlent préparé' 1

aitiiùe" "t5 
gouttes d'e phéno1phlaléine'., ..-*^.i+,^h ,,,,,-^ +^in+

Ajouter à la brurettJl;il,l; 0,i N iusqu'à appadtion d'une teinte rose francire ' Noter le voltirtc'r v

ml de soude versée,

'1.P. Biochimie
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r I i)nceno

[)ans uii erlenrneyer idenlique inlrocjuire 10 ml de so]ulon de glycr:colie à doser, 10 ml de fcrrnol
neutralisé préalableffient préparé et 5 goultes de phénolphialéine.
lvlélanger et atendre 5 minutes puls ajouter 1a soude 0,1 l'] à la buretle jusqu'à obtention de la
teinte rose fi-anche (comrne le témoin).Noter le volurne V'de soude.

c/) l:tésultat :

IJôiermitrr.:r la concentraüorr de glycocolle à anaiyser en gll sachanl qr,re le poids moléculaire (Plü)
clu glycocolle est de 75 g/mole .

Schéma +: : ,, ..:

For.mc,l neutralisé + eau distillee;--l

F5 Na 0H 0,1 N IBIanc (ïémoin) ]

Fornrol neLttralisé + glycocolle

iila 0l-l 0,1 N JA_a§_aSgl

T

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

rfn a lci ; Nombre de moles = Nombre d'équivalerrts
Nombre d'éqLtivalents de NaOli = Nombre d'équivalents de Glycocolle

Donç

rrr ._ * l.ltqrott , VnroH
)'Jp,tycoooltc = -î_ffi = O âVec Vgtycoco,c = PIis(: d'essais (1 Ûml)

I"lr'toou x (V'-Vl
N,,iy,;r,ocllc= --- -- / =A

IU

Lri ccncentration en gtycocolle (ç,il) = À x PÀl6ry.oori,,

IN .,.MISE EN EVIDENCE DE I-A FON§TIÔN AFIINE tr}${II\trAIRT ET DOSAGE DE§ ACIDES

^JI.I\flNNES FAR LA TECHNIOUE A LA NINI-.IYDRIIUE

,qI Pfi.lI{IiPE
ü r#ffiËfla ninhydrine caractérise la fonction arnino acide . L'acide aminé subit une désamination
oxydative, en passant par le stade d'acide alpha-iminé et celui d'acirle alpha cétonique ( avec perte
de gaz carbonigue et d'ammoniac).
Les différents acides aminés;réagisoentplus ou moins hrtensément avec la ninhydrine en donnant
un+ coloration violette dont le spectre d'absorption a un maximum à 570 nm.
Lti proline et l'hydorxyproline ( qui ne produlsent pâs d'ammoniac) donnent avec la ninhydrine une
cr.rloration jaune , avec lln maximum d'absorption â 440 nm.

Litnite de la réaction
La réaction à la ninlrydrine se produil également avec les hexosamines , les groupements * NH2
libtes des pro{êines ei I'ammoniaqLre. ll fuut donc opérer dans les conditions tigoureusement
codiTiées en ér,itant les contaminations,

l-.tr. Biochimie IJ
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I ti n,t

..590 ml
.410 ml

1) Réactiis :
'"-"--Solution de nirrl:ychinc à 10 g/L

- Soiution de glYcocolle ü 10 a/L

- éàtution de Proline à 1o g/L

2) Technique :

a trrrroduire 2 mt cle chaque ?:ly!ti^ 3. 
tlutnt 

*f;uo';:'?iïrtf,"ixy-t 
et

. il :', Jeïà l;H,ï ::i l.: l:i.,ïi: i'J' ill'ii 
" : l " 

t'i'iu"i., * 
"1 

*' i n'' r o o

o Noter ra càt'àiiàn obtenÙe pour chaque solution '
,

Applica/ions

: Dnï:Lîffi::'::'i::-,i:f"nu 
"n 

chromatographie ou en érectrophorèse

1) Réactife
$olr.rlion tâmpon citrate de sodium Ô,2 M, PFlS:

Cilrate de sodium Û,2 M (51,8 g/L)

Acide citri que 0,2 M (3tl ,6 gll )..

2) Technique :

r§actif

eau di
A^ t:,'

1ml

- Réactir à'" 
iiilÏtïiili, ...::.:....::..-.,., 

.: -.;i;"""" 
"":"""" " " ""'-"" "' 1 0 g

Efter monométhvlique tr* rutüinË ôiy"tt """""""""'250 ml

- Solution de n-ProPanol à 50 %

- ;;üffi etatoÀ dà leucine à 16'4 mg/L

N.B.: Ne pas conîondre la soltrtlort rJe ninhydrine à .10g/t(rii/isée 
pour la réaction qualitative)

avsc te réactif à pTiii,uinià liitire pour te dosase)'

Etalon

1ml
fmf
lrnl

solution étalon
solution à doser 1ml

réactif àtani drine

Agiter , incuber au

. Refroiclir dans un
bain-marie bouillant pendant 15 min §Xqçtg''1§'$l '

bain d'eau froide puiâ {outer dans chaque tuh'e :

5ml
5ml 5ml

ution
Agiter P

Lire l,absorbance à E7û nm contre le blanc rêactif'

T. P. Bioohimie

uis incuber à I'obscurité perrdant 30 mn

1À



3) l:tésullais .

Exprirnc,r la concentration en acides arrinés de ia soluiion a o'oset cn mg de ieucine par litre ei err

nrtnrrles de leucine par litte (le P.tr4 de ia leucine = 1ll1 ,1Ê.,)

IJO Dosaoe
- D6 Etd,,rÎ x fétalon] ='Y'0" avec [étaion] = concentt'ation de l'êtalon leucine

""
Connaissanl le PM de la leucine (=131,1.6 g/tnole), on peut déterminer la concentration en mmol/l:

Y

PM
- 4 mmol/L

'{'.P. Biochimie
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$affiÂGTË#rüS SPffi #T FEæU ffiffi

ffi 
, 

E ffi ffi ruT § F H ffi,Æ,Y fl ffi gu ffi ffi s At H ffi Es &rd§ g ru ffi,-,-fdi,

Faire chaque réaction spéciTique sur dcux solulions connue d'a

;régatiI) ei sur la solution inconnue' ,.' 'u

.,[ffii enroin positif et témr:in

eàlanitrati?.'1":-".:.y,1iaromatiques.Lesdéritlésforrn6s
avec tous t"s a"iae[ àmiriÀs arornatiques sont colorés en jaune'

- Acide nitrique Pur
- Solution d'acicle aminé aromatique

'*offuË'rml de la solution ià îanalyser ajouter 1 ml d'acide nitrique pur

S Mélanger et Porter à ébuilitiqn
q) Noter la coloration obtÊnuÊ'

E)lBTE]gEHêl'lE

Réactifa

Æ'*ffiffi.,*leparadimêthylaminobenzaldéhyr:le(PDAB)endorrnant
une cotomtio;'ü;, c;rd réaction sert au dosage clu Tryptophane'

Réacti{s
Solution d'acide sulfuricp're 23 N

Réactif au paradimétlrylaminobenzâl denyoe

PDAB -..-..'.'.""""':39
n"iO" 

"rm.,tique 
2 lrl ..."""",'"": ',l000 ml

Solution de TrYPtoPhane

Technique - .^ ,^ ^arr,.rinn Â nnel ,acide sulfurique 23N et lrnL
o A 1 ml de la solution à analy§Br ajouter I ml d

de réactif au PDAB' :

o MÉlanger . Laisser repo§er 2 heures environ'

ô Noter la coloration obtenLle'

2) Réaction au forn\ot
L.addiiiondeÏbrmolàuneeolutiondeTryptopharle,enprésenoed,acir]echlorhydriquenitreux
donne une coloration violette '

recnyau;Z 
ml de ra soru*on à analyser ajoLrter 4, gouttes de la solution de formol .

o Ajouter â*uit* prudemmerit f g mt d'acidé chlorhydrique n[treux'

o N"oterla coloration obtenue'

3':n,e 9ffi.ÊÀ[r${:t:ii

lanine -s phËU^M TIQË§hI AROA DESct AM
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ne Cystine , Méthicnine
UCt frr- iatlüI I'JAMItl AGIDES

Mise en éviclence du soufre :

LesoufrelibéréparébulltlionellprÉserlÇeclescudeesipréclpitépardel'acétatede;ilottii:
*rri-tàtr" de sulture cie Pk:rnb'

Réactift

- ê;îrii"" ,uturÀt cliacétate rJe plomb {55 %)

- SolLttion de CYstéine'

'u""2''ulruH' un tubo à esïai , introduire 1 ml de solution à analyser el 1 rTtl de

lessive de soude' . ! .

o Ëàiiâ bor-rillir pend'rnt queJques minutes'

o Ajouter quelqueffi;üJilia solution d'acétate de plornb

Enprésenced,âcidesaminésSoufré§,ilseformeuneco|orationgristlrutr
suivie de l'apparrt,;1ï; Ëiàïpite noir de sulfure de piomb'

I

e une oolaration jaune

Réactif s""-:"- 
Solution de ninhyclrine à 10 g/L

- Solution de Proline à 10 g/L - ..

- soiütion d'hydroxyproline à 10 g/L

- àoiution de glYcocolie à 10 g/L

"*:*ï;uparÊrstubesàessaisq:T:§f::'i:{Î:::?:ilf;:'"Ti:?Hii"-?"*)
o lntroduire 2 ml de chaqLre .-*friitii'â [*-ut*o àunsie tube correcpondânt

o Ajouter z go;it*u Je nihf'Vurine dans chaque tube'

o Mélanger et portBr au bain-maiü;[l*t'pendant une à deux minuteç'

; 'üoi"ii*.oràlriion Àbtenre pour ËhaquB solution'

I

NERLIHYFGF.oYDHNË ETLIIV PRO

1'.P. Biochimie
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ffi ETffifrqr\4 fr ffiATI#ru tss"F P-Y

ET ffiqJ Ph$.fi ffi'q#ffiü &üBffiffi ÀËffi[BüE

4émC SEfÀ.hlÜE

Acicle AsPartique (AsP)

Mh-
Kr+

6=ë NH:- coc-5 NIIz-Cas d'un acide arniné acide

- Kr*
l.r.rr1-- CJ i- cooll :--

I

CILl-
COOI{

6X1-ccto-
t(*i.
t-
cool-I

clt-
I
CII:l-(})o

CI{-
r
ct1"l"
coo-

co0

nll+ PKt 2.7 t-3.1) 3 ûttec (7:Kr = 9 B)

PIli =

ü Cas tj'un acide aminé basique: Lysine (Lys)

T.lHi*r**
(ü"b)a

l,t'.-

-§J* NFI-i*gt* coo

,flr:
NHa-

*Lk* NHz*-îtrm & *îf:*
(ÿrda ([Hda

,1,t ". 
NFh

ltoNUCJ\ITfrOD

iK,+ pl{, ?_?::e

pHi=
DtK"*DIt

'[,P, Biochimie
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o Cas cl'un acide aminé neutre : Glycine (Gly)

66f-cHz-.-cCIoH 5 ul#GH2-coo'
p* piir--üHz-*coo



ffirr.rtion tampon oàir,'uru'onnage 
à pH = 7 )

- Burette, béchels'
N;oÈ ô'z N ut HCI oonceniré'

- Soluüon ae gty"i,I* àiià-ü tr ,5 g t |), 50 nrl / binÔme'

uone opeBATCIlRE' dlune éprouvette'
o Mêsurer 50 ml cle la solutiol cle glycine^à'laide

o Verser r' *i'iiË' oe gtycine tâ'it'un bêcher de 100 ml

: âti5;iïiifl5ry'Ïi-,fil!#l,tl41i+1*i;;lTliT}*' 
dans e bè* er

conten ariiil'JJüi on àe s t ybiire (très dél i catement)'

o Amener L îH ;;'iJ irrütirn'; T"Ë-p;; âqg.ît'oe quotques. souttea de

HCL conôentré, tourt en agitant le bêcher' nttuniàïttà(''t tuif que le pl-t

o îf-î,t#iXî;r*on oe rirlÿir oans ta nurette- ïï*,'en 
aioutant la sr:lution de

soude (NaoH) par additio,î,.,,uJ*Ë**l oe ô,grnt , tout en agitanl le

bêcher' À[;titd à chaque ioit q'u te'pH se'stabilise'

o pour chaque quanrité ou oàîiàJâi",j1$à,,13teiË vsume et noter la valeur

,,,r*,dl;;,+5iTïî{ il;i*;.;i; titràiion jusqu'à pH = 11

:

EE§ULËË . {onction du volume de NaoH'*îffi;'nïiff#:JJ'rlf': 
;[IfJ, Ë*i;;; à"" pui*piioe ra srvcine

BLIT DE T-a mtt,vtPutaTION

t/ '' ^4t de la GlYcine 'Détermtner les Pr\ et HI

PRIlTCJPE

Suivre I 'évolution du ;lH d'rrne solution cie glycine (

la qr.rantité rie NaOH ajoutée'

devolutleconnu)ertmiliertacide,enfonctioride

T.P. Biochimie
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5É'N" SEAHCE

ËfiUFLqJ§ru#H DE"F Pffi

s{*§R §-& sffi$*t#ffi§tuüTffi u}ffi E-A fiASffi§Nffi

L|-EHlA§lpË ,,, , ,

Les protéines sont porleuses sur leur periphérie cie irè:+ ttotnbreuses Tonctions acioes et basiqLres

libres.ll.s'agit essentiellernenl des {onctioçs'ionisables des t'adicau>r Asp , His, Lys, Arg, et Cys

L'ôiat rl'ionisation de chacun des ÿpes «ie. fonct.ions dôpencl r1u pll cle ia solution et du pK cle cetle

fonctiori . Les pK des diverses fonctions pottées sut les proléines vont de 3 (Aps) à '11 (Lys). Les

pr otéines aLlront entre ces pH un pouvoir tampon, selon les radicaux exiérieurs portés, selon le pil
r1e ia soltrtion , une proportion riifiérente cle ciiaque §pe sera irrnisée, En solution alcaline, les

protéines libèrent Oeà ions H* et sont chargées négativement . En solution acide, les protéines

{ixent des protons H* et sont chargés positivement.

L"a charge globale de toute protéine varie donc avec le pH . ll existe pour chaque protéine une

valeur aé pH pour laquelle la charge glc'bale est nulle (les charges positives et négalives sont en

nombre égal) : c'est le point isoélectrique (pHi). A ce pH, les protéines ont Ia plus faible solubilité,

eI sont tJ pius facilement précipitables, L'hypothèse gÉnéralement retenue pour expliquer ce

phénomène est que l'eau de solvatation qui entoure la protéine peut {acilement établir des liaisons

(du type liaison trydrogène) quand les charges positives et les charges négatives sont en nombre

égat etdispersèes sur la pérlphérie de la protéine.

JLmEec-[E§
+ Solution d'acide acétique .,.....'...'.'-. 0'2M
+ Solution d'aoétate rle sodium .......... 0,2M

+ Scluticn de caséine âr'Jl

t Réactif de Gornall : 
- surfate c,e cuivre, s H2o....-......

-- Tadrate rJe sodium et de potassium..,,,.,','.'

- llydroxyde de sodiurn (l'JaOH)'...,'..
* Iodure de potassiurn (KIi............
* Ëau clisiiliée qsP

-{:l[4fft*LiLAIp&
ËL§QLurIÇI!§-IAMEAN§-*- 

" Rempltr une brlrette de 25 nl (ou une pipette de 10 ml) avec la solution

d acide acétiquo 0,2M et une autre burÊtte de 25mi avec la solution

d'acétaTe de sodium 0,2[Vl,

o Verser dans B tuLres ià essai les nornbres Ce m! indiqués dans le talrleau ci-

dessous
/V'

T P. Biochinrie
1a

1,5s
6g
3og

ig
1 0CCml

pl-l

J

4

7

6

o

Acétate de sodium 0,2ltl
(mt)

Ac. Acétiq ue 0, 2lvl (ntl)

1,01 1,5
2,ç)10,5
3,4o4
ln8,1

6,06,5
78,Ân

o'JôcJtu
1n o



o Mes,;reraupH.rnètreiepHdeces,solutionsetconrplÉterletablealrli-
oÊ§sus. Les prunrîa"i.,i î,-,*nr,r** ,:oit)rnt cbligat';ireinent se f,ire i':l^l

présence d'un enseignnnt (pou' i'étalonnage des pH)

ô
b) P

A

T D

oVerser2,Tmldechacr-tnedessolutiondansuntLrl'leàhénrolyseetlitt
donner le n" de Ia sojutiorr 1nu pul-iinôer ta pipette à l'eau entre chaclrte

prélèvementl nloiter o à-fl'de caseine dans chaque tuire'

o Observer ta ftoluiltion. I.Joter ro,iirpo,-t,,.- " iative dans chaq';e tul'ra

par des (+)' , {- -. ^,,^^^r+c ier bien l'équillbre c1e

o Placer les tubes clatrs Jes supports à centrifuger' Vérij

la centrifugeuse. Contrifuger'

D N

Blanc réadif

tr

Principa: l'addition d'un sel cuivrique en rnilieu

formation d'un e co I oratioXyi ::"t:"if 
t|:

à la concentration ett plotclrlEs' uelu

entre le cuivre et les liaisons Peptidlques

alcalin à une solution protéique entraine la

it irit",ti"rnelle dans cedaines conditions

Ëài;iil;r" â r' forntation rl'un comPloxe

iNH - COI des Protéines''t

Teohnique:

Chlorure de sodium à 9%' (Pl)

Echantillon à doser (surnageant) (pl)

Etalon Protêines (Pl)

Rêactif de Gornall {mt)

Tracer la courbe A = f (PH)

pHi

* en dôduire le PHi de la caséine

'Dosages Etalan

n'l à

50

J

IViélanger. lncuber .20 min' à température,ambiante'

Lire l,absorbrn** ouu;ffi;il;';i.* iêtrràn contre le blanc à 540 nm'

H

tï t'1

50

J

T.P. Biochirnie
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MEË{ffi"ü"Hffitr* ffiH ffiËffi§.f;ffiffiGHffi ffiT,

ffi 'I mE§qrHFHffiæUYeffi ffi mffi$ S["$Çffiffi$

i - NCITICIN THEORIQUES : A. n.

*i I].-o.JV§l-RRt wÇrËufi.J)Es su§n :

Les oses sont oxydés par de nombreltx sels de rlétattx lourds (cuivre, argent bismuth, mercure,
fer) en miljeu alcalin. L'action réduclrice des oses est due à leur fonction pseLrdn-aldéhydique ou
pseudocétonique ; les oligosaccharides dont une fonction semi-acéialique est libre sont également
réducteurs, De nombreuses rnéthodes d'identiflcation et cle dosage étaient basées sur ia mise en' évidence de ce pouvoir réducteur; elies sont aujor-rrd'hul abanclonnôes au profit d'autres rnéthodes
plus sprSciliques et plus simples.
La rêaction de Fehling (réduction d'un sel cuivrique avec farmation d'un précipité rouge d'oxyde
cttivreux) est la plus anoienne de ces méthodes. Elle est parfois encore utilisée pour la recherche
du glucose dans les urines.
La réaction de Barfoed utilise une formule différente de réactif cuivrique (acétate de cuivre en

nrilieu acétique), Elle permet de faire la distinction entre les oses qui donnent un précipité
abondant d'oxyde cuivreux après quelques minutes de chaüffage, et [es diholosides qui ne
clonnent qu'un faible précipité au bout d'un ternps bien plus long,

üette propriété résulte de I'association d'une fonction carbonylée et de plusieurs fonctions alcool.
Par chauffage en milieu acide, un ose subit une déshyclratation avec formation d'un hétérocycle
furanique. Ainsi les pentoses se cycliseqt en tuffural et les hexr:ses en hydroxyméthylfurfural,
Les osides donneront le même type de réaction puisque le chau{fage en milieu acide provoque
l'ltydrolyse des liaisons osidiques.
Le fur{urai et ses dérivés ont la proprietÉ de se cornhinEi- aver ies phénr:ls et les amines cycliques

lrnur former des produits fortement colorés. Cette propriété est à la base de nombreuses
méthodes cl'identiflcation et cle dosage. En resi:ectant slrictement les conditions opératoires
(nature et concentration de l'acide, température et tentps rle chauffage, natule du produit
chromogène), certaines réactions présentent de'très bons caractère s de spécificité.
Parmi les nombreuses réactions furfurallques, «rn peut citer :

+ L,ls naphtol en nrilieu sulfurique donne urre coloration violette avec tous les stlcres
(réaction de lvlOLlSH)

+ L'orcinol en milieu chlorhydrique produit unÊ coloration bleu-violet avec les pentoses

iréaction de BIAL) et orangée avec les hexoses.
+ La résorcine en nrilieu chlorhydrique dcveloppe une teinte rolrye avec les côtohexoses

(réaction de §ELIVANOFF)
+ L'orthotoluidine en milieu acétique donne urre coloration verte avec les aldohexoses

(réaction de HULTMAN) et Lrne coloration brune avêc certainu pentoses,

T,[]'ËJiochinrie at,



unÊ rilaciion positive, Atlertion , un cheufTage pr"olcngé donnera une coloraticin pius otl tnoins

irnporlante avÊc tous ies sLlcles.

Sl- :ltiAq tj g rf-g-l- sLûh-a n e rr h to I ( r6a ct i o n d e t/l O Ll ts H f
Cette réaciion esl positive arrec tous Ies oses, le clérivé phénolique';tilisé esl J'a)pha-naphtol

T^-t,.,;^t tAt vet u lttlq\.

o Dans un tube â essai, verser 3ml de la solLrtion à analyser et 2 gouttes de la

solutjon alcoolique d'alpha naphiol.
c Agiter el laisser ensuile coulÊr, le long cle la paroi dti-i;-''' rl d'acide sulfurique

conceniré.
A la surface de séparation des licluicielr,'apparaîl Lrn anneau rouge bordeaux en présence

cl'oses.

i:.:_BSgctiql-à I'orcilo ! de BlÀL) :--Cbst 
une rÉ-dcIon spécûtque-des pentoses. Le dérivé phénoiique Lrtilisé est l'orcinol. La réaction

s'effectue en présence cle chlorure ferrique leclrtel agit comtne déshydrogénant. On obtient une

- 
coloralion vert-émeraude, caractéristique des pentoses.

Techniclue:
c, Versel clans un tube à essai 2ml de réactif de Bial,
o Porter à ébullition.
o Eloigner le tube de la flamme et ajouier doucement 2 gouttes de la solulinn d'o§e

à étudier,
En présence de pentose, il se développe une coloration vert-émeraude.

I'echnique:
c A 50 microlitres (pipette prérêglée) de soiution à analyser , ajüutor 4 mi de réactiî

à l'ortho-toluicline (fl acon distributeur)
o placer dans le bain marie bouillant pendant 5 à 10 nrinutes.

L'apparition c!'une coloration orangee virant au brun indiqLre la présence de pentose ( xylose).
L'apparition d'une teinte verte caractérise les aiclohexoses:galactose ou glucose, En oas de

mélange xylose-aldohexose , la cr:loration orangée apparait d'atrord puis vire au brun vert.
Les disaccharides (lnaltose, lactose, saocharose) contenant tous au moins un aldoltexose
constitutif donneront tous une coloration verte. La réaction à l'ortho-toluiditte n'a donc pas d'utilité
pour l'idenlfication des disaccharides,

.Ç1il38âËrrF§.;

l-ic.1ueur de BARFOED:
a Acétate de cuivre 1 33g
r Eau distilléé
Filher si nécessaire et ajouter
n Acide acétique glacial.,.

Ftéactif de SELIWANOFF
n Résorcino1,............,..,
o HCI 8N.............

t7éectit à l'orthololu idine
. Thiourée
n Acide acétique
. OÉho-loluidine...

:2000 ml

18 ml

2g
1000 ml

..:1,59
.. : 940 ml
.,:60ml

I
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Liqueur de Fehling 
^ . lrro

' solutiÎnâio," 
de curivre pur (5 H:o) ' ....' ;'i

- Hzsôa pur " "" " " """"""":"""': 
1000rrr1

* Eau disiiliêe qsP"""""" ":'

. Solution B : à40%)...,,....... :0^?*\
- Lessive de soude (l'laoH /uurtll

_ Eau distitlée qsp....""""" 
ir.:r:,:,..1 l.

Réaclit de À4ollSH;..r^ss\\que d'alplra naphtc\ à 1oÂ

r solution alt 
100 ml

Réactif de BIAL: n' '
' Acide chlorhydriqr-re 

pur """')'-----""""""' 0'2 g 
-

. Orcinol-""""""""""'."""' ^ r.'"qtt" 5 gouttes

. éniution de chlorure{errique "'"" 
^^ ur,,'^,,,*n, sanguin (Méthode Go'.1 tilt'*ïl)'li 

"i
Réactiri::u,!::ii':"mrnerciarisé p"T:l:j];ii-,n' jà-Tj'l'Tl',;iiïi;ü;;' 1u*t'uit* ou t

ctlucose o*yàui" (extraite d'Asperl

Ëhromogène

possible c{ue vous pouvez obtenir lors de càtte maniPulaüon:

LACTOSELes

i'.i.8

laquelle. 1e

propDr;es '

iactot:rl ne

T.P. Bioohimie
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Hexose Pentose
Ltcose

Fructose
Galactose

Arabinose

Lactose=Gal.+Glt-tc.
Maltose = Gluc. +'GlLtc,

Saccharose = Gluc. + FrLtc,

+

Aldose
+

Cétose

+

1-

1-

I

t-

+

CH=o

If-j
L_
L-

Gal

êl'1-o

l-1I
Gluc

1

cllroH

F"l-f
Fruc

Ï.P. Blochinrie
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ETT.JffiE æWdhL§T"dhTBVE MHS §}ffi'HF{ffiH

ffiffi HüffiT§TI..E&ffi TS E.E P B ffi B

ffiT ffiffi Iffi[.Effi.S MHTChffiffiLHT'ËffiS

'A n'

1 \§stâ o$iti!:atio n, p4l" voi,e chiElclt'tE

Réactifs :---l-l oude en Pasttlles
- Alcool à 95"
- AmPoules d'huile d'olive

Pincipe

-6;rs ',action.e 
la chaleur, des alcalis.ou de certaines.enzymes (lipases)' les glycérieir:s se

dédoubler:t * IJ'ilËi;ïd""itli11i5 : acicles sras et slvçérol'

si oe dédoublement s'opère en milieu alc;iil"'i;i;i;à*"gia" toimés se cornbineirt à la l.rase

pour donner un *ârori'conslitué, p*r."-'ïpfi*'f un *'ifunge de patrnitate' de stéar;ite et

'doJà"t" 
"t "ulins 

(sap o nilioation)'

Fdt q.jH

[htl"litH$

Te_c-hniouo :

o lntroduire dans un tlÈe à essai une trentaine de gouties d'huile d'olive'

o Ajouter,n- pJ,îii-îe so,roe o,"lË Ëi;Ëà.?i s.â 10 ml d'aicool à 95,C.

o Chaurffer #ü;;"'tiÀn autain-marie bouillant'

o Constater qu'au bout rJe q'"1;;; l;;î"t; it glycéride en expériencÊ êst

dissous . tii'est t'ormé yl qriiT;;"ilà- *Ji'uru dans l'alcool' A'j't*er

doucement de l,eau ctistillée jtË;'ilbt*tion a'ünu polution de savon très

o '§iËl.rry;ri;,ii'îi5§ucfe liu*3*Î^Sfl:-Îl'.bitisée 
à ra surrace cie ra

liqueur a* Lîrànl'cLst soit q,ËË;dnirication n'a pas étÉ corrplè'ta* par

suite d,une addition insuriisaitu Ju-'soude, soit que la matière Ürrisse

conti ent une iià* on insaponifl able i mportante'

glffo-pfi* tÉS-d' u n sæn

Féaçfifs:

-: Acide acétique pur ! r,ro/
- Solution d'e chlorure de baryum a'tu7o

- Soltttion s[turée de chlorure de sodium

ÇlhlTIICAFt{$APOARFTI.JRESAGRASntr\!lÂUND'CËErüDEVIENMISEA

T.P. Blochimie

nfi

r

7É" sEËàr"âtE



kçltr,s:tp-
o Répartrr dans 3 tubes à essai la soiution cle sarrorl precédemment obterrueo Ajouter:

- Dans re 1" tube , r'acrde acéiic1L_re pur doircerrent jusqu,à l,a1:paritiond un précipité blanc- Dans re 2"'" tube, ra sorution de chro^-rre de baryum à 10%jusqu,àl'apparitron d un précipité abonclant

Pg:f .3on'u 
tube, un vorume égar de sorutron saturée de chrorure der.rJrLrrl , il Se forme aussi utr nré. inité

Les lrois précipilés sont rje natLrre ijilférerrte :

fllï,li_,;J:îJi: acidi,é ta soturion et on rransîorme te savon sotuble en acide sras

,ltr-*COOI{ + CH1-COOH...-_ uCIfl*COOI( + R;*COCIJ

Dans le 2è',nu cas on a transfortné le savon sodique soluble en savon de baryum insolubie.

2 Rr- CO OK +BaC.t2___-r* [Itr_C O O)2 Ba _F Z I{CL

Dans le 3è" cab, on a précipité le savon sodique par addition d,une solution saturée c,,unélectrolyte foft' l{ s'agit i:i 
9rr,phénomène purement physiqLre (floculation des soluiionocolioidales par les sels neutres) : C'est Ie reJJrgage.

Princine'
L'acide oleique qui entre dans la constitution de Ia trioiéihe, con'l.ient une rJoubie liaisor . sur cettedouble liaison on peut lixer deux utor*ïlio,l*.

fzHr+
C: O

\oH

CsHi
I

CFiI
I

CHI
I

Quand I'iode est cornplêternent fxé, la couleur initialement
rougeâtre.(iorie. tibre) àevienr iounàti" G# iodé de i,acideotetque). L'adclition d,empois..d,amidon ne provoque pas decoloraiion_, ce qui indique I'absence O,ioüe nf:re dans lasolutiorr- si I'on ajoute un excès d'iode, une cororation b{eueopparalt.

tzFlra 
+

a-:O
\ou

12---------->

Llne mcjlccule d'iode est fxée pour chaque double liaison. La détermination de la quantité d,iodefixée par un acide gras permet de connaîire le nombre de douLrles iiutuon. qu,il contient.La même déterrnination effectu,fe sur un tipia* p.rmui oËr"ii ,iriiindication sur le pourcentagetl'acides gras insafurés que contient ce ripiiJ: c'est'indice cfiode.

/?eac1if.c

- Ùqueur de lugol :

o lode : .....,,,....... Û,ZE go lodure de potassium:.,..... jg
o Eau distillée: qsp 1000 nri

A conserver à 4"C- Ërnpois o,amio,on :

Déiayer 1 g d'amiclon dans Sn'il tj'eau lroirle. Verser ce rnélange rjans 100 ml d,eaubouillante colttertant 3 g d'aclo'e bcriq,.re, r-uiu.u,- r,ïrir ln 1 à z minutes, c,onserver enilacon stérile, à 4.C,

PA
r:i MI ENcri\r I-, DHVI EN D'Utr u Alt DËGI G NRlts üru TURE$A R FIXA TIo DN 'loDE
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CALC il! p iIR IÂ DETERi}/]I hiÂ Ttn r.J r)Ë I 'liJ DICË tJ 'lnnE !Itt N F H It Il_ F

L'irLtile riissoute dans le chlorofort'ne est salurée par lBr (solution de Hanus ) seion la réaciiop :

It-Cll--CËI-II + 2lllr ----+- L]-U-R

llSr en excès n'ayant pas réagit avec l'huile va réagir rnole à rnole avec I(J selon la réaction :

.r-i,. ,..

IBr + I(i )2 + IiI3r

llll en excès sera donc dosé indjrect"*"ni'"n dosani 12 forrné,

l2 est dosé par titration avec NazSzO:

lz+2e- -+21-

2S:O.,-+ S4Or- *2e-

Iz * 2S;O:= -+ 2'I- * SqOo-

.!.:*..?atg,r].!a[g.

lVp x V12 = Nsro, x Vsro, +
*pü+

25ml 0,'1N ohute
burette

Ii.ap-er_UçsJ:bqile

ltlrt X \/'r: : Ns263 X V'sro,, 4, Z'r, =

l,Jr, =
Nszo:r x Vszor

\rn

,.1,

calculé
ü

0.1N

(

V'i, ost !e volume t2 provenant de I8r cn excès
Dcnc Ie vclt:me 12 correspondant à iBr lixé par I'huile ô r,z- = (25 * V'g, ) ml

Idomlrre de moles 12 dans Vx ml =

1

r\vec Jlfut=' 11ty,

2
La lüasse de 12 = (A,{x x254) g

-h P(U) d'lrr.rile * 0rI* x 2S4) g d,iode.

ù
chlrte

hrrrette

tVx x254 xIA0

À7 fltJYS2A3. ÿ Jli)3

l\tt t

g cl'iod.r: * c'e.rt l'inclice d'iode'iiÿ 100 g d'huile *

(Vx x t\4,t\
A n-.- *

J V.lÀ. * -.--.'- illoles
1 000

1\/1x

;'-Ii = 25400

T P Biochimie

P

-



â,;;;#,i,fii*

t{ifv d

oe
ds

Nueso+

nu jje
oans l,a

§ell cn
KOH est

Icool
dosé
est sa

par une s

poniiîée en prése ilce d'un valuifrcation olulian rl'a cjde s
rne ronnu

Par la quanilté (en
ulfurj

l(üH n

que de tifre ronnu
en excôs c/e

n ig) de écessa tre Pottr saponl.lit:t

Jcoolique
0,5|v.

rog ,// es $lil
le ptoiclt,

'j-P

rnl de t{OH

/a solufiorr

0,5ru.

KObI
Æéac.@

lVlade onératoire

SolLrtjon de KOH aSo/ut/on de H2§04

t-
2-

I^-

L'huile est saponjfée 
selon Ia réacûon suiyante

OH + ITO.FI
(Ao1

§ssaiâ Btanc
Nron x

En excès

(r/:- o

(-/,-o

Vxor-l

25ml

Vnzso,t

+ II:o
. (savon) 0K
lselaoaclin âAc,1

0.5N

=+ Nl(ot-t 
=.

Vryasoo

Chute
bur etie

Nrreso4x

À

§ssa/ayec./ ,huile 
:

IVrorr x V,xon= 
IV

V«ou

H2sod

= V,Kog =

^ v hzso4

Chute
burette

Nrrzso<
Y'il.zsoa

0.5Àl

i.P Biochirnie
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