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FICHE 1 : MESURE DE LrINENSITE RESPIRATOIRE 

d 'après UMBREIT W. W., BURRIS R. H. e t  STAUFFER J.F. dans 
lrManometmc techniques Ir, BURGESS Pub. Co., 1959, 1-1 7 ( T l )  

L ' i n t e n s i t é  r e s p i r a t o i r e  e s t  mesurée à l ' a i d e  du resp i romètre  

de WARBURG à volume cons t an t  ; l a  mesure c o n s i s t e  à e n r e g i s t r e r  l a  b a i s s e  de 

p re s s ion  p a r t i e l l e  d'oxygène consécut ive à sa  consomat ion  pa r  l e s  t i s s u s  des 

s t y l e s  ; l a  v a r i a t i o n  de p rz s s ion  e s t  évaluée à température e t  volume cons t an t s .  

APPARE 1 LLAGE 

Il c o n s i s t e  en une f i o l e  p ré sen tan t  une tubu lu re  l a t é r a l e  re -  

l i é e  à un manomètre rempli  d 'un l i q u i d e  de d e n s i t é  connue ; l a  f i o l e  e s t  immer- 

gée dans un ba in  thermosta té  e t  e n t r e  l e s  l e c t u r e s  l e s  f i o l e s  sont  a g i t é e s  

pour a s s u r e r  un échange r a p i d e  des gaz e n t r e  l e s  phases 

PRINCIPES GENERAUX 

La mesure d 'une consommation d'oxygène s ' e f f e c t u e  de l a  façon 

su ivante  : l e  manomètre e s t  a j u s t é  à l a  d i v i s i o n  250 mm du cô té  fermé, l ' a u t r e  

branche r e s t a n t  à l a  p re s s ion  atmosphérique (on  no te  l a  g radua t ion ) .  Après 

30 minutes de r e s p i r a t i o n ,  l e  niveau du l i q u i d e  s ' e s t  é levé  du cô té  fermé 

e t  à donc b a i s s é  dans l a  brafiche ouver te  ; pour r e s t e r  à volume cons t an t ,  on 

ramène l e  niveau du l i q u i d e  à 250 mm côté  fermé e t  on lit l a  v a r i a t i o n  de 

p re s s ion  du cô té  ouver t .  

S i  l ' o n  conna î t  l e  volume de l a  f i o l e ,  l e  volume de l ' é c h a n t i l -  

l o n ,  l a  température,  l a  d e n s i t é  du l i q u i d e  dans l e  manomètre e t  s i  l e  s e u l  

échange gazeux qui  i n t e r v i e n t  e s t  l 'oxygène,  l a  q u a n t i t é  d'oxygène u t i l i s é e  

s 'exprime p a r  l a  formule : x = h x  k 

h : hauteur  de l a  d é n i v e l l a t i o n  (du cô té  ouve r t )  l u e  en mm 

273 
k : cons tan te  de f i o l e  = V g x  -T-+ V f x a  

x est exprimé en m i c r o l i t r e s  d'oxygène ( à  O'C . e t  760 mm de H ~ )  



Vg : volume de la phase gazeuse 

Vf : volume de l'échantillon 

Po : pression standard (= 10 000 pour le liquide 6e BRODIE du manomètre) 

T : température du bain e--rimée en degrés KELVIN 

a : solubilité de 1 'oxygène ( 0,027) . 

Pour corriger les variations éventuelles de pression et de 

température en cours d'expérience, on ajoute à l'appareillage une fiole de 

WARBURG contenant de l'eau ; les variations de pression vont se lire sur le 

manomètre de ce thennobaromètre. 

Les résultats s'expriment en Q O2 : microlitres d'oxygène ab- 

sorbés par milligramme de poids sec de tissu et par heure. 



FICHE 2 : DOSAGE DES ACIDES AMINES PAR UNE METHODE AUTOMATIQUE 

d 'après  SPACMiIAN D.H., STEIN W. H. e t  MOORE S. 
Anal. Chem., 1958, 30, 1190 (T2)  
m o d i f i é e  par PIE2 K.A. e t  MORRIS L. 
Anal. Biochem., 1960, 1, 187 ( 5 3 ) .  

PRINCIPE 

Il repose s u r  l e  fractionnement des  a c i d e s  aminés a u  moyen 

d'une chromatographie s u r  une colonne de r é s i n e  échangeuse de c a t i o n s  fortement 

a c i d e ,  s u i v i  d 'un dosage des ac ides  aminés g l u é s  par  une r éac t ion  à l a  ninhy- 

d r ine .  Ce dosage e s t  e f f e c t u é  automatiquement au  f u r  e t  à mesure de l ' é l u t i o n  

grâce à un auto-analyseur adapté à c e t  usage. 

MATERIEL ET REACTIFS 

- auto-analyseur "~echn icon"  ; 

- r é s i n e  su l fonée  Dowex 50 x 8 type  "Chromobeads A". Ce t y p e  de 
r é s i n e ,  soigneusement c a l i b r é e ,  p résente  une granulométr ie  moyenne de 24 microns ; 

- colonne de 140 cm de haut e t  de 0,635 cm de diamètre mcnie 
d 'une  c i r c u l a t i o n  d 'eau  à 6 0 ' ~  ; 

- Varigrad composé de neuf chambres de 75 m i  ; 

~e "Varigrad" permet d ' o b t e n i r  un g rad ien t  dl é l u t  ion  appropr ié .  

Ce d e r n i e r  e s t  c o n s t i t u é  pa r  neuf c e l l u l e s  qu i  communiquent e n t r e  e l l e s  e t  

qu i  sont  soumises à une a g i t a t i o n  continue. 



TABLEAU 1 : COMPOSITIO U TAMPON DU "VARIGRAD", D IAPRES 7 e, MOSCHETTO T 1, 

On a j o u t e  à chaque c e l l u l e  0,8 mi de B r i j  35. 

.~ampon pH 2,875:^:, p H  3,135 e t  PH 338 
C i t r a t e  t r i sod ique  5,5 X20.. ..... 8933 g 
EJaOH N...........................300 ml 

anener à é b u l l i t i o n  

Après ref ro id issement ,  a jou te r  : 

Thiodiglycol ..................... 25 ml 
eau d i s t i l l é e  b o u i l l i e  qsp. ...... 5 l i t r e s  

Ajuster  au pH voulu avec H C l  6 2 

.Tampon pH 5 ,O 
c i t r a t e  t r i sod ique  5,5 II-O.. ..... 89,3  g - 

C 
XaOH N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  300 ml ........................... N Û , c ~ . .  1 8 5 ~ 3 5  g 

h e n e r  à é b u l l i t i o n  

Aprss ref ro id issement ,  compléter avec de l ' e a u  d i s t i l l é e  qsp 5 l i t r e s  

Ajuster  à pH 5 , O  avec IiCl 6 

:: On prélève 20 m l  du mélange pue l ' o n  remplace pa r  20 mi de ce même tampon, 
mais contenant du chlorure  de sodiun 2,5 M y  ce q i ~ i  donne une concentrat ion 
f i n a l e  de 0,66 M. .... 

ObO- Le tampon pH 2,875 s e r t  à é q u i l i b r e r  l a  colonne avant son emploi. 



.Réactif à l a  ninhydrine 

-so lu t ion  de méthyl ce l loso lve  d i l u é e  e t  " v i e i l l i e "  
Préparer  24 heures avant l e s  a u t r e s  r é a c t i f s  un mélange à p a r t i e s  

égales  de : 
méthyl cellosolve..................... 1 500 ml 

......................... eau d i s t i l l é e  1 500 m l  

Cette so lu t ion  e s t  dégazée e t  maintenue sous atmosphère d ' azo te .  

- so lu t ion  de ninhydrine "stock" 
méthyl ce l loso lve  p u r . . . . . . . . . . . . . . . . .  500 FL 

............................ ninhydrine 15 g 
hydrindantine ......................... 1,125 g 
tampon a c é t a t e  de Na 
PH 5 , 5  ................................ 262,5 ml 

Cette so lu t ion  e s t  préparée e t  s tockée sous atmosphère d ' azo te .  

On li ' u t i l i s e  en l a  mélangeant aux t r o i s  l i t r e s  de so lu t ion  de 

méthyl ce l loso lve  d i luée  e t  " v i e i l l i e "  ; l 'ensemble e s t  t ou jour s  maintenu sous 

atmosphère d ' azo te .  

Ce r é a c t i f  e s t  é talonné avant chaque dosage p a r  rappor t  à une 

gamme de  nor leucine  e t  de p ro l ine .  Les d e n s i t é s  opt iques l u e s  pour c e t t e  gamme 

sont  ramenées à des va leurs  f i x é e s  a rb i t r a i r emen t  e t  communes à tous  l e s  dosa- 

ges. 

Les dens i t é s  opt iques  sont l u e s  à l ' a i d e  de t r o i s  colorlmètres : 

deux d ' e n t r e  eux sont  équipés d'un f i l t r e  à 578 mp e t  l ' u n  a  s e n s i b i l i t é  

double de  l ' a u t r e .  Ces deux s e n s i b i l i t é s  sont  obtenues en u t i l i s a n t  des cuves 

de t r a j e t  opt ique d i f f é r e n t .  Celui-ci e s t  double pour l a  seconde voie. Le t r o i -  

sième color imètre  e s t  équipé d'un f i l t r e  à 440 mp e t  e s t  p l u s  spécialement 

réservé à l a  l e c t u r e  des co lo ra t ions  développées pour l a  p r o l i n e  e t  l 'hydroxy- 

p ro l ine .  

MODE OPERATOIRE 

a )  La sépara t ion  chromatographique e s t  r é a l i s é e  su r  l a  colonne 

remplie de l a  r é s i n e  sulfonée Dowîx 50 x 8. Cette  r é s i n e  permet l a  séparat ion 

de tiolls l e s  a c i d e s  aminés en une seu le  opéra t ion ,  mais n é c e s s i t e  une tempéra- 

t u r e  d ' é l u t i o n  de 60°C, e t  l ' u t i l i s a t i o n  d'une r é s i n e  parfai tement  c a l i b r é e  

( s o i t  24 microns).  Les amino-acides sont  f i x é s  a u  sommet de l a  colonne s o i t  à 

l ' a i d e  d 'une p i p e t t e  ou d'une microseringue. Leur é l u t i o n  e s t  r é a l i s é e  par  l e  

tampon c i t r a t e  de sodium, de pH e t  de molar i té  c r o i s s a n t s  e t  l e  gradient  



continu e s t  obtenu au moyen du "Varigrad" permettant l e  mélange progress i f  

au cours de l a  chromatographie du contenu de chaque ce l l u l e  de l ' appa re i l .  

L ' injection du tampon au sommet de l a  c o l o ~ e  e s t  réa l i sée  au moyen d'une pom- 

pe permettant un débi t  constant. Une adaptation a é t é  apportée à ce dosage 

par MOSCHETTO pour séparer dans un même temps l e s  osamines (glucosamine, ga- 

lactosamine) . 
La chromatographie dure 19h30. 

La colonne e s t  régénérée par passage de soude O,2 N (314 h ) ,  

puis tampon c i t r a t e  de pH 2,875 jusqu'à ce que l e  pH de l ' g luan t  s o i t  ident i -  

que à celui  du tampon de départ.  

b) Dosage : Il e s t  r é a l i s é  simultanément : une p a r t i e  al iquote 

de l ' é l u a t  e s t  prélevée e t  mélangée au r é a c t i f  à l a  nihydrine. La colonne du 

l iqu ide  a i n s i  formée e s t  d ' au t re  par t  fragmentée par in ject ion de bu l les  

d'azote e t  l e  tou t  e s t  amené dans ün bain-marie à 95OC où l e  mélange c i r cu l e  

pendant un ce r ta in  temps (15 minutes). 

Le mélange passe ensui te  dans l e s  cuves des t r o i s  colorimètres 

dont un enregistreur mult iple i n s c r i t  l e s  dens i tés  optiques. 

Le ca lcu l  des quanti tés d 'ac ides  aminés mises en jeu dans l e  

dosage e s t  réa l i sé  à p a r t i r  des courbes d ' é lu t ion .  Il consiste à mesurer l a  

surface de chaque p ic  de la courbe en l ' a s s imi l an t  à un t r i ang l e  

B 
( S  = H x 

Des e s sa i s  préliminaires avec des mélanges témoins d 'ac ides  

aminés ont permis de calculer  l e s  coef f ic ien t s  de réact ion,  c ' e s t  à d i r e  l e s  

surfaces données par 1 pmole de chaque acide aminé. Ces coeff ic ients  varient  

en fonction des caractér is t iques  de l ' appa re i l  e t  des conditions d ' u t i l i s a t i o n  :. 

vi tesse  d ' é lu t ion ,  proportion de r éac t i f  à l a  ninhydrine par rapport à 1'6- 

l u a t ,  durée du chauffage, mais sont reproductibles dans des conditions Sien 

déterminées d'expérience. 



FICHE 3 : TECHNIQUES D 'ELECTROPHORESE DES PROTEINES 

A )  ELECTROPHORESE EN AGAROSE 
d 'après SCHEIDEGGER J .  J.  
Int. Arch .  AZZergy Base2  1955, 7,  103 i T 5 ) .  

R E A C T I  FS 

- tampon véronal  sodé PH 8 ,2  ( f o r c e  ionique 0 ~ 0 5 )  
................ . véronal  sodé 79,3 g 

. H C 1  N.......................115 ml 

. eau d i s t i l l é e  qsp ........... 5000 ml 

- agaro s e  à 0,g % dans du tampon 

- f i x a t e u r  : 
.................... . méthanol 600 ml 
, . .............. . a c i d e  ace t lque  20 ml 

. eau d i s t i l l é e  qsp ........... 1000 m l  

- co lo ran t  pro té ique  : 
. amidoschwarz ................ 1 g 
. méthanol. ................... 60 ml 

.............. . acide acé t ique  10 ml . eau d i s t i l l é e  qsp. .......... 100 m i  

- décolorant  : 
. méthanol .................... 600 ml 

.............. . ac ide  acé t ique  200 ml 
........... . eau d i s t i l l é e  qsp 1000 m l  

MODE OPERATOIRE  

Sur chaque lame de v e r r e  dég ra i s sée  à l ' a l c o o l  (75x25 am), 3 m l  

d 'agarose  sont  cou lé s ,  à chaud, à l ' a i d e  d'une p i p e t t e .  Après s o l i d i f i c a t i o n  de 

l ' a g a r o s e ,  une f e n t e  e s t  p ra t iquée  à l ' a i d e  d'un embout ùe ser ingue  r e l i é  à une 

trompe à v ide ,  2 33 mni de l ' e x t r é m i t é  cathodique.  Les lames sont  a l o r s  d i s s o s i e s  

dans une cuve à é lec t rophorèse  e t  l e u r s  ex t r6mi tés  r e l i é e s , p a r  des ponts  de 

pap ie r  f i l t r e , &  l a  s o l u t i o n  tampon contenue dans l e  bac à é l e c t r o d e s  ; l a  ten-  

s i o n  e s t  de 20 v o l t s  aux ex t rémi tés  de l a  lame. O n  e f f e c t u e  l e  dépôt de l a  so- 

l u t i o n  à é t u d i e r  (10  mg/ml) sous t ens ion  pour k v i t e r  l a  d i f f u s i o n  (quelques m i -  

c r o l i t r e s  sont  déposés à l ' a i d e  d'une micropipe t te )  La migrat ion dure  deux heu- 

r e s  ; l e s  lames son t  a l o r s  r e t i r é e s ,  l e s  p r o t é i n e s  f i x é e s  dans l e  f i x a t e u r  pen- 

dant  3 heures ; l e s  lames sont  e n s u i t e  séchées au  pap ie r  f i l t r e  e t  co lorées  

(10 minutes dans l a  s o l u t i o n  d'amidoschwarz). E l l e s  sont  e n s u i t e  pas sées  dans 

l e  bain décolorant  qui e s t  renouvelé p l u s i e u r s  f o i s .  



R E A C T I  FS 

que. 

6') ELECTROPHORESE SUR ACETAE DE CELLULOSE 
d 'aprds KOHN J .  
CZ in .  Chim. A c t a ,  1957, 2, 297 ( 5 6 )  

Nous u t i l i sons  l e s  bandes sèches de Sepraphore III de 18x2,5 cm 

a )  acide pesiodigue : ...... . para-periohte;  de s&um 1,84 g 
B2S04 IV... 18%8 d . .....*.....*........ . eau a i s t i l l 6 e  ................. 11,S m l  . aic6t;ate de s ~ d i w n  O,  5 M. ...... 19 lrsl 
éthanol s;bsafu.......,,..,....J00 rnt . 

Filtrer  l a  solut ion avant usage 

b) solut ioa  &ductrice : . ~dChZY5 de p t ; 8 s s  iWl........... 5 g . h p s u l P i t e  de soude.......... 5 g . d i s t i l l g e - .  .............. .1 OQ mi . ZC1 coaemtr6 pur. .........a.- 2,5 ml . êthanol absolu. ............... *150 m3, 
ieett e solution do i t  ztre pr6parde erkemporan&ent 

a 1 rgaetif  de Gchiff : 

%1an La dtftrode de KBMM e t  IUSLB I T  7 2 ,  mettre 1 400 mt d '  eau 

dis$&&&Be daare trne f k l e  de tmis litres ; s j o ~ t e r  4,s de f?rtschine 'kfdLsi&ue 

- tampon véronal sodé pH 8,6 
. véronal acide ................. 4,236 g 
. véronal sodé .................. 27 i3 
. eau d i s t i l l é e  qsp. . . . . . . . . . . . .  3 l i t r e s .  

- coloration des protéines à l'amidoschwarz 
colorant : 
. amidoschwarz .................. 2 g 
. méthanol ...................... 160 ml 
. eau d i s t i l l é e  .......,......... 200 ml 
. acide acétique ................ 40 m l  

décolorant : . méthanol ...................... 500 m l  . eau d i s t i l l é e . .  ............... 450 mi . acide acétique.. .............. 50 mi 

- coloration des glycoprotéines 
Nous u t i l i sons  l e  r éac t i f  de Schiff après oxydation periodi- 



bien mélanger e t  boucher. Laisser  reposer  une n u i t .  Essorer  à l a  trompe à eau 

sur deux f e u i l l e s  de pap ie r  Whatman no 1 après  a v o i r  a j o u t é s  3 g de charbon 

a c t i v é  e t  l a i s s e r  reposer  45 secondes. Le temps t o t a l  de f i l t r a t i o n  ne d o i t  pas 

excéder 3 minutes. 

Ti t rage  du r é a c t i f  de Schiff  : 
Prélever  10 ml. de r é a c t i f  
Ajouter 20 ml d'eau d i s t i l l é e  

5 ml d'ampois d'amidon. 

T i t r e r  l e  SO l i b r e  par  une so lu t ion  d ' iode décinormale ; on ob t i en t  en m i l l i -  
2 

moles l a  quan t i t é  de S02 l i b r e  par  l a  formule su ivante  : 

5 x Nbre de m l  de so lu t ion  iodée - 
millimoles de S02 libre - 

1 O 

Pour 100 ml de r é a c t i f ,  X d o i t  ê t r e  compris en t re  2,8 e t  4,8 

mil l imoles.  S i  l e  taux de S02 l i b r e  n ' e s t  pas s u f f i s a n t ,  augmenter s a  va leur  

pa r  une add i t ion  d'une q u a n t i t é  ca l cu lée  de m é t a b i s u l f i t e  de potassium (1 ,2  g 

pour augmenter de 1 mil l imole l a  teneur  en SOg l i b r e  dans un l i t r e  de r é a c t i f ) .  

Le r é a c t i f  e s t  s t a b l e  une hu i t a ine  de jours  à e t  à l 'obscu-  

r i t é .  Il e s t  u t i l e  de c o n t r ô l e r  l e  taux de S02 avant chaque emploi. 

Eau su l fureuse  : 
........ . métab i su l f i t e  de potassium 4 i3 ........................ . H C 1  RP....  10 ml 

................. . eau d i s t i l l é e  qsp 1000 ml 

- bain de t ransparence pour l e s  bandes d ' a c é t a t e  colorées s o i t  

à l 'amidoschwarz, s o i t  au  r é a c t i f  de Schiff  ap rès  oxydation periodique 

méthanol 37 m l  . ................... 
. eau d i s t i l l é e  .............. 50 ml 

........... . diacétone a l coo l  8 ml 
. acide  acét ique ............. 5 m l  

................. . g lycé ro l . .  1 à 2 gout tes .  

MODE OPERATOIRE 

Les bandes d ' a c é t a t e  de c e l l u l o s e  sont  mises à tremper pendant 

quelques minutes dans l e  tampon de migration véronal  sodé de pH 8,6. L'excès 

de tampon e s t  éliminé par  passage e n t r e  aeux f e u i l l e s  de papier  f i l t r e  ; e i i e s  

sont  ensu i t e  placées s u r  l e  p o r t o i r  de l a  microcuve mi ou an) qui  peut con ten i r  

s ix  bandes. 



Le dépôt de 15 à 20 pl d'une solu t ion  proté ique  e s t  f a i t  à 2 cm 

de l ' e x t r é m i t é  cathodique de l a  bande, par  c a p i l l a r i t é  à l ' a i d e  d'une lamel le  

microscopique. 

La migration dure une heure quarante c inq  avec une d i f férence  

de p o t e n t i e l  de 140 v o l t s .  

Après migration, on r é a l i s e  l a  colora t ion  des protéines e t  des 

glycoprotéines.  

Pour révéler  l e s  p ro té ines ,  l e s  bandes sont  p lacées  5 minutes 

dans l e  colorant ,  5 minutes dans un bain d 'ac ide  acé t ique  à 5 $, pu i s  dans t r o i s  

ba ins  success i f s  de décolorat ion.  

La t r a n s p a r i s a t i o n  des bandes s ' e f f e c t u e  de l a  même manière pour 

l e s  d e w  colora t ions  par  passage dans un bain de transparence 5 minutes e t  sé- 

chage à l ' é t u v e  2 1 0 5 O C  sur une plaque de ve r re ,  jusqu'à  ce  que l e  fond s o i t  

p a r f ~ i t e m e n t  t ransparent .  

La co lo ra t ion  des glycoprotéines s ' e f f e c t u e  de l a  manière sui-  

vante : 

- f i x a t i o n  des bandes 5 minutes dans de 1 9 a i c o o l  absolu ; 
- séchage e n t r e  deux f e u i l l e s  de papier  f i l t r e  ; 
- passage 5 minutes dans l ' a c i d e  periodique ; 
- lavage t r o i s  minutes dans de l ' a l c o o l  à 70 p.  100 (v /v )  ; 
- ncuveax séchage ; 
- passage 15 minutes dans l a  so lu t ion  réduc t r i ce  jusqu'à  décolorat ion ; 
- l a~rage  à l ' a l c o o l  à 70 $ pendant 2 à 3 minutes ; 
- séchage e n t r e  deux f e u i l l e s  de papier  f i l t r e  ; 
- passage 15 minutes dans l e  r é a c t i f  de Schiff  ; 
- rinçage dans t r o i s  ba ins  success i f s  d 'eau  sulfnreuse ( 5  n inu tes  dans chaque 

bain)  ; 

C) ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAb1IDE EN DISQUE 
d 'qro's  ORfJSTEIN L. 
Ann. N.Y. Acad. S e i . ,  1364, 121, 321 (7'8) 

e t  DAVIS B. J .  
Ann. N.Y. Acnd. S e i . ,  1364, 121, 404 (Tg) 

. 0  

ijous u ~ i l i s e l o r i s  id liiéttlùcie siag1Lf:~e dt HJERTE?? S. <ans 

Biochem. Biophys. Acta, 1964, 79, 393 (T 1 0 )  à l ' a i d e  d'un appare i l  Canalco. 



COMPOSITION DES GELS ET DES TAMPONS UTILISES 

- Solu t ions  de  r é se rve  ( s e  conservent  à en f l a c o n s  colo- 

r é s  pendant p l u s i e u r s  mois ) .  

a )  H C ~  g........................................... 48 mi 
Trishydroxymethylaminomethane (TRIS) ............ 36,3 g 

... N , N , N 1  , N t  tetramethyl-éthylène-diamine (TEIMED) 0,46 m l  
eau d i s t i l l é e  qsp ............................... 100 m l  

b )  monoacry1ami.de ( g e l  à 7 ,5  p. 100) ............... 30 g  
bisacrylamide .................................. 0,8 g  
eau d i s t i l l é e  qsp.. ............................. 100 m l  

- Solu t ions  de t r a v a i l  ( à p r é p a r e r  extemporanément ) 

s o l u t i o n  A (de  pH 8 ,7  à 8 ,9 )  
1 volume de a  
2  volumes de b  
1 volume dl  eau d i s t i l l é e  

Solu t ion  B 
p e r s u l f a t e  d'ammoni m.. . . . . . . .  0 7 1 4  l.3 
eau d i s t i l l é e  qsp . . . . . . . .  ..... 100 m l  

Le mélange de ces  s o l u t i o n s  A e t  B à l ' a b r i  de l ' a i r  perinet t ra  

l a  formation d 'un gel d 'acrylamide dont l e  degré de polymérisat ion peu t  ê t r e  

a j u s t é  se lon  l a  concen t r a t ion  d'acrylamide r e t enue  pour l a  so lu t ion  B 

- Tampon d 'é lec t rophorèse  (PH 8 , 3 )  

TRIS ............................. 6 ,0  g  
....................... g lycoco l l e  28,8 g  

................ eau d i s t i l l é e  qsp 1000 ml 

PROCESSUS OPERATOIRE 

- Prépa ra t ion  du g e l  ; migra t ion  

Les s o l u t i o n s  A e t  B sont  mélangées en quan t i t é s  é g a l e s  dans 

une ser ingue de 2  m l  munie d'une tubu lu re  c a p i l l a i r e .  On emplit  l e s  t u b e s  

(65  x  5mm) jusqu 'à  3 mm de l ' e x t r é m i t é  supé r i eu re  en in t rodu i san t  l a  t ubu lu re  

c a p i l l a i r e  au fond du t u b e  e t  en l a  r e t i r a n t  progressivement pendant l e  rem- 

p l i s s a g e  t o u t  en maintenant son ex t rémi té  sous l a  sur face  du g e l .  On l a i s s e  

le mélange se  poiymériser  peudant 30 minutes a p r è s  a-air a j c u t 6  me g c x t e  d ' eau  

pour é l imine r  t o u t  con tac t  avec l ' a i r  ( tempéra ture  : 24Oc). 



On débar rasse  e n s u i t e  l a  su r f ace  des  t ubes  de  l ' e a u  à l ' a i d e  

de p a p i e r  f i l t r e .  On dépose l a  s o l u t i o n  pro té ique  à l a  s u r f a c e  du g e l  8 l ' a i d e  

d'une micropipe t te  (20 à 40 pl de s o l u t i o n  contenant environ 5 mg p a r  m i  de 

p r o t é i n e s ) .  Le dépôt e s t  s t a b i l i s é  pa r  a d d i t i o n  de 5 mg de Sepnadex G 200. 

On verse  environ 500 m l  de  tampon dans l a  cuve inf ' é r ieure .  On 

a j u s t e  l e s  tubes  d ' é c h a n t i l l o n s  s u r  l e s  raccords  de l a  cuve supé r i eu re .  On 

a j o u t e  a l o r s  une gou t t e  de tampon à l a  p a r t i e  supér ieure  de chaque tube  au- 

dessus du Sephadex support de l ' é c h a n t i l l o n  à ana lyse r .  On i n s t a l l e  l 'ensemble 

dans l ' a p p a r e i l ,  p u i s ,  à l ' a i d e  d'une p i p e t t e ,  on ve r se  lentement  l e  tampon 

dans l a  cuve supér ieure .  On a j o u t e  e n f i n  une à deux gou t t e s  de  b l e u  de bromo- 

phénol comme témoin de migrat ion.  La cuve supér ieure  e s t  r e l i é e  à l a  cathode,  

l a  cuve i n f é r i e u r e  à l ' anode .  L1anpérage u t i l i s é  e s t  de 4 mA p a r  t ~ b e .  

Au début de l ' é l e c t r o p h o r è s e ,  on observe une bande bleue de 

co lo ran t  i n d i c a t e u r  qu i  s e  déplace  dans l e  g e l .  Lorsque c e l l e - c i  a t t e i n t  l e  

bas de l a  colonne du g e l ,  l ' é l e c t r o p h o r è s e  e s t  t e rminée .  

- Colorat ion 

Les tubes  d ' é c h a n t i l l o n s  sont  p l acés  30 minutes à -4'~ de  ma- 

n i è r e  à l e s  congeler .  On i n t r o d u i t  e n s u i t e  à l ' a i d e  d t m e  se r ingue  un peu 

d ' e a u  f r o i d e  en.tre l e  v e r r e  e t  l e  g e l  de manière à eniever  l e  g e l  du tube  sans 

l e  b r i s e r .  

Les g r o t é i n e s  sont  e n s u i t e  f i x é e s  d m s  une s o l u t i o n  d ' a c i d e  

t r i c h l o r a c é t i q u e  à 12,5 % pendant 30 n i n u t e s .  

E l l e s  sont a l o r s  r évé l ées  p a r  le colorant  su ivant  : 

- Solu t ion  s tock  de b leu  de Coomassie : 
............ . b leu  de Coomassie 1 6  

...... . eau d i s t i l l é e  q sp . . . . . .  100 m l  

Ce t te  s o l u t i o n  e s t  d i l u é e  à 1/20 au moment de  1' emploi o a r  

de l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  à 12,s  %. 

Le ternps de c o l o r a t i o n  e s t  de 30 minutes. 

, . La décoiorat idi i  e s t  ûbtentce &ai S E j 7 ; r r  ~ :-cl3cg6 !!?(? l??>L??2 

minimum) des g e l s  dans une s o l u t i o n  d ' a c i d e  t r i c h o r a c é t i q u e  à 12,5 %. 



FICHE 4 : ELECTROPHORESF PREPAEATIVE EN PILM LI&I/IDE A HAUT 
VOLTAGE (HIGH VOLTAGE FREE FLOW ELECTROPHORESIS) 

HANNIG K. 
2. PhysioZ. Chem., 1964, 338, 218 ( T l 1 1  

dans îes conditions décrites par MOSCHETTO Y.  
Thdse Doctorat LiZZe, 1966 (T 22) 

P R I N C I P E  

La méthode e s t  basée s u r  l e  fractionnement des p ro té ines  su ivan t  

l e u r  poin t  i soé lec t r ique .  

Entre deux plaques de ve r re  i n c l i n é e s ,  on r é a l i s e  un f l u x  cons tant  

de tampon du haut  vers  l e  bas. Le mélange à é t u d i e r ,  i n j e c t é  à l ' e x t r é m i t é  su- 

p é r i e u r e  e s t  en t r a îné  pa r  l e  déplacement du l i q u i d e ,  cependant qu'un champ élec-  

t r i q u e ,  é t a b l i  perpendiculairement au sens d'écoulement, pernet  d 'en  séparer  l e s  

d i v e r s  cons t i tuan t s  en fonct ion  de l e u r  mobi l i té  é lec t rophoré t ique .  Leur sépa- 

r a t i o n  au temps t s e  f a i t  donc sous l ' i n f l u e n c e  combinée d'un champ é l e c t r i q u e  

et de l a  migrat ion du tampon qui  l u i  e s t  perpendicula i re .  

La place de chaque p ro té ine ,  ayant une charge é l ec t r ique  d é f i n i e ,  

e s t  donc l a  r é s u l t a n t e  de deux forces  : 

1 - d i f fé rence  de p o t e n t i e l  e n t r e  anode e t  cathode ; 
2 - v i t e s s e  de migration du tampon dans l a  chambre. 

E l l e s  s e  r é p a r t i s s e n t  su r  tou te  l a  l a r g e u r  du f r o n t  de déplace- 

ment e t ,  à l a  s o r t i e  de l a  chambre, sont r e c u e i l l i e s  en 48 f r a c t i o n s .  

TECHNIQUE 

L'appare i l  u t i l i s é  : ELPHOR VAP e s t  c o n s t r u i t  par  l a  firme 

BENDER e t  HOBEIN. 

Le f i lm  l i q u i d e  a  0,5 mm d 'épaisseur  e t  e s t  cons t i tué  par  une 

so lu t ion  tampon s i t u é e  e n t r e  deux plaques de v e r r e  de 50 x 50 cm. La p l a q ~ e  supé- 

r i e u r e  e s t  percée d 'un c e r t a i n  nombre de t rous  pour l ' i n j e c t i o n  du tampon e t  de 

l a  substance. L'ensemble e s t  s i t u é  dans une chambre où c i r c u l e  de l ' a i r  f r o i d  

de façon à maintenir  constante l a  température du f i l m  (soc) .  A l a  s o r t i e  de l a  
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chambre, l e  film e s t  compartimenté en  48 f r a c t i o n s  q u i  s'accumulent dans des  go- 

d e t s  s i t u é s  en ava l .  A i n t e r v a l l e s  de temps r é g u l i e r s ,  l e  l i q u i d e  accumulé dans 

chaque godet e s t  pompé e t  rassemblé dans 48 t u b e s  s i tués  dans l e  c o l l e c t e u r .  La 

f i g u r e  2 permet de v o i r  l a  manière dont sont  appl iquées  l e s  é l ec t rodes .  E l l e s  

sont  séparées de l a  chambre pa r  des  membranes semi-perméables. Les compartiments 

à é l ec t rodes  sont  a l imentés  en tampon qui  e s t  constamment renouvelé grâce à 

une pompe. Le tampon du f i l m  l i q u i d e  dans l a  chambre e s t  i n j e c t é  à l ' a i d e  d' i lne 

pompe à d é b i t  cons tan t  r é g l a b l e .  L ' i n t e n s i t é  du courant  peut ê t r e  r ég l ée  de O à 

200 mA e t  l a  t ens ion  de O à 2 500 v o l t s .  

Les condi t ions  expérimentales  u t i l i s é e s  pour l e  fractionnement des  

s t y l e s  v i e r g e s ,  a u t o p o l l i n i s é s  e t  xénopo l l i n i sé s  sont  l e s  su ivan te s  : 

- tampon de l a  chambre pH 8 , 6  
a c i d e  c i t r i q u e  0,008 M 
T r i s  hydroxymét hylaminométhane ( TRIS ) 0,08 M 

- tampon des  é l ec t rodes  pH 8,6 
ac ide  c i t r i q u e  0,0256 M 
Tris 0,24 M 

- l a  concent ra t ion  de l ' é c h a n t i l l o n  e s t  de  l ' o r d r e  de : 
20 m g / d  en tampon PH 8,6 pour  l e s  s t y l e s  

- v i t e s s e  d ' i n j e c t i o n  de l a  substance : 1,7 ml pa r  heure 
l a  numérotation s e  f a i t  à p a r t i r  de l ' anode  

- v i t e s s e  d ' i n j e c t i o n  du tampon dans l a  chambre : 62 m i  pa r  heure 

- condi t ions  de migrat ion : 
d i f f é r e n c e  de p o t e n t i e l  : 2 150 v o l t s  
i n t e n s i t é  : 160 n ~ .  



FICHE 5 : DOSAGE AUTOMATIQUE DES OSES COMBINES PAR LA 
TECHNIQUE A L 'ORCINOL 

d 'après TILLWNS Y. e t  PHILIPPI K. 
Biochem. Z., 1929, 215, 36 (Tl31 

adaptée à Z'mtormalyseur p m  DEMAILLE J .  e t  coZZ. 
BuZZ. Soc.  Chim. France, 1965, 12, 3506 fT14) 

PRINCIPE 

Le p r i n c i p e  en e s t  simple.  Les oses  s e  dégradent en mi l i eu  sul- 

fur ique  concentré  à chaud en donnant un chromogène : l e  f u r f u r a l  pour l e s  pento- 

s e s ,  ou s e s  dé r ivés ,  pa r  exemple 5-hydroxymethylfurfural pour l e s  hexoses. 

Les chromogènes s e  condensent avec des  dé r ivés  phénoliques 

e t  en p a r t i c u l i e r  avec l ' o r c i n o l  en  donnant une c o l o r a t i o n  brun jaune. 

R  = CHEOH (hexose) 
O R C I N O L  

Le maximum du spec-bre d 'absorp t ion  se  s i t u e  à 420 mp ; maais 

l e s  p r o t é i n e s  peuvent i n t e r f é r e r  à c e t t e  longueur d 'onde.  En e f f e t ,  l e  try-pto- 

phane e t  l a  cystéii ie s e  condensent avec 5-hydroxy-mkthÿl-furfural pour donner 

un composé absorbant intensément à 420 mp. Il e s t  donc p rk fé rab le  pour doser  

l e s  o ses  des  glycoprotéines d ' o p é r e r  l e s  l e c t u r e s  à 520 mp (2ème p i c  du spec- 

t r e  d. 'absorption, mais p lus  f a i b l e ) .  

TECHN T @CIE 

- REACTIFS 
- Réact i f  à l ' o r c i n o l  

. o r c i n o l .  ................... 1,6  g . H SO 4 g.................. 100 ml 2 4 





Compléter à 1 000 mi avec H2So4 à 66 % 
Conserver à 4 ' ~  e t  à I 'obscuri té.  

- %noin interne 

. glucose. ........... à 125 y/& 

s o i t  25 mg dans 200 m i  d'eau d i s t i l l é e .  

- MODE OPERATOIRE ADAPTE AU TECHNICON 

L'échanti l lon prélevé se trouve en contact avec l e  r éac t i f  à 

l ' o r c i n o l  (amené par deux tubes de pompe d i f f é r en t s  a f i n  d 'ob ten i r  l e  volume 

nécessaire) .  Le f lux  du l iqu ide  e s t  segmenté à i n t e rva l l e s  régu l ie r s  par  

des bul les  d ' a i r .  Le tou t  passe ensui te  dans une bobine de mélange, puis dans 

un bain-marie à 9 5 O C  pendant 5 minutes. Après refroidissement dans une bobine, 

l e s  densi tés  optiques sont lues  par colorimétrie à 520 mu. Le montage permet 

1' analyse de 40 échanti l lons à 1' heure sur un volume de l ' o r d r e  de 0,b m i  

( f igure  3 ) .  



FICHE 6 : METHODES DE CHROMATOGRAPHIE DES PROTEINES 

A) CHROMATOGRAPHIE SUR COLûNNE DE SEPHAROSE 43 

PRINCIPE 

11 Sepharose" e s t  l e  nom déposé pour l e s  p a r t i c u l e s  sphériques 

de g e l  d 'agarose.  Le Sépharose 4B con t i en t  environ 4 % d 'agarose  (HJERTEN 

~ 1 0 )  . Ces ge l s  d 'agarose en forme de p e r l e  sont u t i l i s é s  pour séparer  des 

macromolécules de poids moléculaires  é levés  a l l a n t  jusqu 'à  p l u s i e u r s  mi l l ions  ; 

l a  l i m i t e  d 'exclus ion  du Sepharose 4B e s t  estimée à 3-4 1o6. 

Le pr inc ipe  de l a  f i l t r a t i o n  su r  g e l  e s t  l e  suivant  : l e s  molé- 

cu les  de dimensions supér ieures  aux p l u s  gros pores de Sepharose, c ' e s t  à d i r e  

au-dessus de l a  l i m i t e  d 'exclus ion ,  ne  peuvent péné t re r  dans l e s  g ra ins  du g e l  ; 

e l l e s  t r a v e r s e n t  donc l e  g e l  dans l a  phase l i q u i d e  entourant  l e s  g ra ins  e t  q u i t -  

t e n t  l a  colonne l e s  premières. 

Par cont re ,  l e s  molécules l e s  p l u s  p e t i t e s  d i f fusen t  p lus  ou  

moins dans l e  g e l ,  suivant  l e u r  t a i l l e  e t  l e u r  forme. Les molécules q u i t t e n t  

donc l e  g e l  dans l ' o r d r e  des masses moléculaires  déc ro i s san tes .  

TECHNIQUES 

- REACTIF ET MATERIEL 

- Sepharose 4~ en suspension : 250 ml 
- Colonne de ver re  de 50 x 2,3 cm 
- Tampon d ' é l u t i o n  : T r i s  0 , l  ~ l N a C 1  0,2 M y  pH 8,0.  

- PREPARATION DU SEPKClROSE 

La suspension de Sepharose e s t  versée dans un grand volume 

de tampon se ris 0 , l  M/NaCl 0,2 M,  pH 8 ,0)  sous a g i t a t i o n  constante à l a  tempéra- 

t u r e  du l a b o r a t o i r e  pendant 1 heure,  p u i s  l e  g e l  e s t  l a i s s é  décanter .  Le sur- 

nageant e s t  hlirriné e t  r e q 1 3 c S  Fs r  23-1 tarrpon ; l ' o p é r a t i o n  e s t  répétée  o l u s i e u r s  

f o i s  (3-4). La suspension e s t  a l o r s  dégazée à l a  trompe à vide.  



- PREPARATIOH DE LA COLONNE 

Nous u t i l i sons  une colonne de verre  de 50 cm de longueur e t  

2,3 cm de diamstre wurie à son extrémité i n s r i e u r e  d'un opercule de verre f r i t -  

t é  no 2 e t  d'un rodage à sa p a r t i e  oupirieure permettant d 'adapter l a  t ê t e  

d'adduction du tampon. 

La colonne e s t  remplie à moitié de tampon ; on verse a l o r s  

l a  suspension de Sepharose dans l a  colonne en év i tan t  l a  formation de bu l les  

d ' a i r  ( l e  long d'un ag i ta teur  de ver re )  ; on l a i s s e  l e  Sepharose se décanter 

pendant 30 minutes ; l e  robinet e s t  a l o r s  ouvert de façon à l a i s s e r  couler l e  

tampon goutte à goutte ( 8  gouttes par minute) ce qui permet au Sepharose de 

se  t a s s e r  de façon homogène. Lorsque l e  tassement e s t  ef fectué  (niveau de Se- 

pharose s t a b l e ) ,  on l a i s s e  s 'écouler  l e  tampon jusqu'à ce que l e  l iqu ide  af-  

f leure  l a  pa r t i e  supérieure du ge l .  On dépose a lo r s  l a  solut ion à chromatogra- 

phier (60 à 90 mg/3 à 5 m l )  sur  l e  gel  à l ' a i d e  d'une seringue, l e  long des 

parois de l a  colonne de verre pour obtenir  un dépôt régu l ie r .  Le robinet e s t  

ouvert,  l e  débi t  e s t  r ég lé  à une goutte tou tes  l e s  2 secondes ; lorsque l a  

solution a pénétré dans l e  gel ,  on ajoute pour r i nce r  l e s  paxois quelques cm3 

de tampon à l ' a i de  de l a  seringue ; lorsque celui-ci  a pénétré dans l e  ge l ,  

on a joute  un volume de tampon t e l  que, lorsque l a  t ê t e  d'adduction du tampon 

sera  a ju s t ée ,  ce dernier ,  en tombant goutte à goutte,  ne perturbe 9 a s  l a  par- 

t i e  supérieure du gel .  

L 'é luat  e s t  r e c u e i l l i  par f rac t ion  de 5 m i  à l ' a i d e  d 'un col- 

l ec teur  de f ract ions  ; l a  densité optique de chaque échant i l lon e s t  déterminée 

par spectrophotométrie à 278 mu (proté ines)  e t  260 mp (acides  nucléiques). 

3') CHROMATOGRAPHIE SUR BIOGEL P l 0  

PRINCIPE 

Le Biogel Pl0 (50-100 mesh) e s t  un copolymère d'acrylamide e t  

de méthylène b i s a c r y l d d e  qui se  comporte également comme un tamis moléculaire. 

Sa l i m i t e  d'exclusion e s t  f a i b l e  (P.M. 10 O U O )  ce qui permet 

de l ' u t i l i s e r  dans l e  dessalage de préparations (en p a r t i c u l i e r  après é lect ro-  

phorèse en film l iqu ide)  ; lorsqulun échanti l lon contient  un mélange de s e l s  
- - 



e t  de proté ines ,  ce l les-c i ,  de poids moléculaires beaucoup plus élevés,  so r ten t  

l e s  premières t and is  que l e s  s e l s  sont retenus dans l e s  gra ins  du gel .  

TECHNIQUE 

Le Biogel P l0  se présente sous forme de poudre que l ' on  met 

à gonfler dans une grande quanti té d'eau d i s t i l l é e  pendant 24 heures. Le gel  

e s t  ensuite lavé plusieurs f o i s  à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  débullé à l a  trompe à vide 

e t  versé dans une colonne de verre  ( 5 0  x 2 cm) selon l e  protocole décr i t  

ci-dessus. 



FICHE 7 : DOSAGES ENZYMATIQUES DES ACTIVITES GLYCANNE- 
HYDROLASES 

d'aprds  FINDLAY J . ,  LEWY C.A. e t  IURSH C.A. 
Biochern. J., 1958, 69, 467 (T 1 5 )  

PRINCIPE 

L'hydrolyse enzmatique d'un substrat synthétique : le para- 

nitrophénylglycoside correspondant à l'activité recherchée libère du parani- 

trophénol ; celui-ci, en milieu alcalin, donne une coloration jaune dont le 

maxixium d'absorption est situé à 400 mu (figure 4 ) .  La mesure de la densité 

optique à cette long~eur d'onde permet donc d'apprécier la quantité de para- 

nitrophénol libéré et d'en déduire l'activité enzymatique. 

Les activités suivantes ont été recherchées : 

Substrat utilisé ------------------------------------------------------------------------------ 
- a galactosldase paranitrophényl-a-D-galactopyranoside 

- f3 galactosidase paranitrophényl-6-D-galactopyranoside 

- cl mannosidase paranitrophényl-a-0-mannopyranoside 

- N-acétyl 6 3 glucosâainidase p~anitrophényl-~-D-N-acétyl-glucosaminiÜe 

- N-acétyl B D galactosaminidase paranitropn6nyl-~-D-N-acétyl-galactosaminide 

TECHN 1 QUE 

Les conditions opératoires sont les suivantes : 

- solution de substrat à 3 mg/ml dans l'eau distillée ........... 1,0 ml 
- solution d'enzyme dans l'eau distillée ........................ 0,5 snl 
- ta~pon citrate de sodim 0,2 M de pH correspondant au 
pH optimum d'activité de l'enzyme à doser ..................... O,5 m i  

Le temps d'incubation est de une heure à 37'C ponr l'ensemble 

des dosages à l'exception toutefois de la déteïmination de l'acétivité Ti-acétyl- 

f3-glucosaminidasique, pour laquelle le temps d'incubation n'est que de 30 minu- 

tes. Toutefois, après avoir vérifié qu'un temps d'incubation de 30 minutes 

pour les activités a-galactosidasique, 6-gâlactosidasiqce, a-ma,mosidasique, 



a-fucosidasique e t  (3-r'ucosidasique pe rme t t a i t  d ' o b t e n i r  une l i b é r a t i o n  de para- 

n i t rophéno l  sensiblement mo i t i é  moindre que c e l l e  obtenue en  60 minutes ,  nous 

avons s t anda rd i sé  un temps de 30 minutes pour c e r t a i n s  dosages en s é r i e .  

Après incubat ion ,  on a jou te  2 m i  d'une s o l u t i o n  de carbonate  

de sodium 0,25 M, ce q u i  permet d ' a r r ê t e r  l a  r é a c t i o n  enzymatique e t  de  c o l o r e r  

en jaune l e  parani t rophénol  l i b é r é ,  en amenant l e  pH du m i l i e u  à 10,6. Cet te  

l i b é r a t i o n  e s t  s u i v i e  p a r  l e s  v a r i a t i o n s  de l a  d e n s i t é  op t ique  à 400 mp, lon- 

gueur d'onde qui  correspond au  maximum d ' abso rp t ion  du parani t rophénol  dans l e s  

condi t ions  o p é r a t o i r e s  u t i l i s é e s .  La l e c t u r e  e s t  f a i t e  immédiatement a f i n  d 'é-  

v i t e r  l ' hyd ro lyse  spontanée du s u b s t r a t  en m i l i e u  a l c a l i n .  E l l e  se  f a i t  cont re  

un blanc s u b s t r a t .  Les v a l e u r s  obtenues sont  c o r r i g é e s  p a r  l e  blanc enzyme. 

Les q u a n t i t é s  de parani t rophénol  qu i  l e u r  correspondent s o n t  ca l cu lées  d ' a p r è s  

une courbe é t a l o n  ( f i g u r e  4 ) .  

Cel le-ci  e s t  e f f ec tuée  pour des  concent ra t ions  de pa ran i t ro -  

phénol de 100 nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM, à p a r t i r  d 'une s o l u t i o n  mère contenant 

34,75 mg de parani t rophénol  dans 500 ml d 'eau  d i s t i l l é e  ( s o i t  500 nM) . 
On prend : 1 ,O ml de d i l u t i o n  d e  s o l u t i o n  mère 

0,5 ml d'eau d i s t i l l é e  
0,5 ml de tampon c i t r a t e  0 ,2  M 
2  , O  rol de carbonate  de sodium 0,25 M. 

P l u s i e u r s  courbes é t a l o n s  sont  r é a l i s é e s  avec des tampons 

c i t r a t e  0,2 M de pH d i f f é r e n t s  (PH 4,0 ; pH 4,5 ; pH 6,5). Les r é s u l t a t s  sont 

s i m i l a i r e s  pour l e s  t r o i s  courbes.  



' FIGURE 4 : 

SPECTRE D'ABSORPTION DU PARA-N ITROPHÉNOL 
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Les résultats sont exprimés en un i tés  enzymatiques : une 

un i té  e s t  l a  quanti té d'enzyme qui l i bè r e  1 nanomole de paranitrophénol par  

minute à 37OC. 

PH 

490 

435 

6 ,5  

Un dosage des p ro té ines  pa r  l a  méthode de LOWRY e t  c o l l .  

(~16) permet d'exprimer l e s  r é s u l t a t s  en a c i t i v i t é  spéc i f ique  ( a c t i v i t é  p a r  mg 

de p r o t é i n e ) .  

Concentrat ion 
paranitrophénol ( n ~ )  

--------------------------------------------.-------------------- 

1 00 
200 
300 
400 

1 00 
200 
300 
400 

1 O0 
200 
30 O 
400 

D.O. 400 nm 

O, 366 
0 729 
1,100 
1,450 

O, 363 
0 , 730 
1,100 
1,450 

O, 367 
O, 735 
1,100 
1,456 



FICHE 8 : DOSAGE AUTOMATIQUE DES PROTEINES PAR LA TECHNIQUE DE LûWRY 

d 'apds LOWRY O. H. et al. 
J. BioZ. Chem., 1951, 193, 265 (T16) 

adaptde à Z'autoanaZysetu? Technicon 

PRINCIPE 

Le r é a c t i f  de FOLIN-CIOCALTEU ( r é a c t i f  phosphotungstique, 

phosphomolybdique ) e s t  rédui t  par l e s  groupements phénoliques en complexes de 

coloration bleue. Ce r é a c t i f  dose l a  ty ros ine ,  l e  try-ptophane e t  l a  cystéine 

des protéines. 

Les substances donnant une réaction du b iure t  pos i t ive  en 

milieu aJ.cz1i.n réduisent l e  r é a c t i f  de FOLIN dans l e  mil ieu réactionnel précé- 

dent. Cette addit ion d ' ions cuivriques au  milieu réactionnel permet d'augmenter 

l a  s e n s i b i l i t é  de l a  réaction de 3 à 15 f o i s  (LOWRY, ~ 1 6 ) .  

Cette technique permet un dosage des proté ines  avec une sen- 

s i b i l i t i  100 f o i s  supérieure à l a  méthode du biuret .  

TECHNIQUE 

1 ) PREPARATION DES REACTIFS 

- Préparation du r é a c t i f  de FOLIN concentré : . tungstate de sodium.. ................ 200 g . nolybdate de sodi m.... . . . . . . . . . . . . . .  50 g . eau d i s t i l l é e  ........................ 1400 ml 

Dissoudre, a jouter  ensui te  : . B 3 PO 4 à 85 g......................... 100 ml 
. H C 1  pur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  200 ml 

Eoull i t ion à re f lux  : 10 heures 

Ajouter en chauffant pour dissoudre : 
................. . su l fa te  de l i thium..  300 g  

........................ . eau d i s t i l l é e  100 ml 
. brome RP en quanti té suf f i san te  pour ê t r e  en excès. 

Ensuite, ébu l l i t i on  15 minutes pour chasser l e  brome en excès. 

Refroidir  e t  compléter à 2 l i t r e s .  
. . - .  

Ti t r e r  par NaOH N en présence de phénol-phtaléine jusq i~ 'à  l ' ob ten t ion  d'un pH 

7,8 - 7,9, ce qui donne une coloration ver te .  Diluer ensui te  à 4 l i t r e s .  



- Tampon pH 10,O 
a.  carbonate acide de sodium 84 g  dans 500 m l  d 'eau  d i s t i l l é e  
b. soude RP 45 g  dans 300 ml d 'eau  d i s t i l l é e  

Mélanger l e s  so lu t ions  a. e t  b. e t  compléter avec de l ' e a u  d i s t i l l é e  qsp 1 l i t r e .  

- Réactif  de FOLIN d i l u é  
. 1 p a r t i e  du r é a c t i f  de FOLIN concentré ........ 500 m l  . 3 p a r t i e s  d'eau d i s t i l l é e  qsp. ................ 2000 m l  

- Solut ion cuivrique 
a. s u l f a t e  de cuivre à 0,2  %. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . IO00 m l  
b. t a r t r a t e  de sodium e t  de potassium à 0,1 %. .. 1000 m l  

Mélanger volume à volume au  moment de 1 ' emploi 

- Témoin de sérumalbumine 
préparer  une so lu t ion  mère de sérumalbumine à 1 g / l  000 ml = 1 000 y par m l .  

Faire  d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  : 
so lu t ion  mère d i luée  au  1/2, 1/4 ,  118, 1/16 e t  1/32. 

2 )  DOSAGE AUTOMATIQUE 

Le premier é c h a n t i l l o n  e s t  d'abord pompé, p u i s  mélangé à l a  

so lu t ion  cuivrique.  L ' in j ec t ion  des b u l l e s  d ' a i r  va permettre  ensu i t e  de frag- 

menter l a  colonne de l i q u i d e  de façon à é v i t e r  l a  contamination poss ib le  d'un 

échan t i l lon  à l ' a u t r e .  Il f a u t  no te r  a u s s i  à ce niveau une d i l u t i o n  par  in jec-  

t i o n  d 'eau.  Après c i r c u l a t i o n  dans une bobine qui permet un mélange e f f i c a c e ,  

l a  so lu t ion  r e ç o i t  du tampon ; s u i t  un nouveau temps de mélange (bobine) ,  

l ' a d d i t i o n  du r é a c t i f  de FOLIN e t  un temps de c i r c u l a t i o n  assez  long de l a  

colonne l i q u i d e  pour permettre à l a  r éac t ion  qui s ' e f f e c t u e  à ce niveau, de se  

développer. Chaque échan t i l lon  dosé passe dans un color imètre  munid'un f i l t r e  

à 660 mu ; l e s  dens i t é s  opt iques sont  i n s c r i t e s  sur  un en reg i s t r eu r .  Le montage 

e f fec tué  ( f i g u r e  5 ) permet l e  dosage de 30 échan t i l lons  à l ' h e u r e  sur  un vo- 

lume de l ' o r d r e  de 0,42 m l .  

La teneur en p ro té ines  e s t  ca lculée  à p a r t i r  d 'une gamme é ta -  

lon  de serumalbumine qui e s t  f a i t e  pour chaque s é r i e  de dosages. 





FICHE 9 : EXTRACTION DES LIPIDES TOTAUX POUR L'ETUDE DES P,YOSPHO- 
LIPIDES 

FOLCH J.  e t  coZZ. 
J .  BZoZ. Chem., 1957, 228, 497-509 (T17) 

E l l e  e s t  r é a l i s é e  se lon  l a  technique de FOLCH ( ~ 1 7 )  mise au poin t  

pour l ' e x t r a c t i o n  des l i p i d e s  du cerveau e t  appliquée ensu i t e  à de nombreux 

t i s s u s  animaux e t  végétaux. Cette  méthode comprend deux opéra t ions  successives : 

- dans un premier temps : 
une homogénéisation du t i s s u  végé ta l  dans l e  mélange chloroforme - 
méthanol ( 2  : 1 v/v) ; 

- dans un deuxième temps : 
une p u r i f i c a t i o n  du f i l t r a t  p a r  lavage à l ' e a u  s a l i n e .  

Nous avons modifié c e t t e  technique (T 17 ) en opérant  en présence d 'a-  

zote l i q u i d e  a f i n  de f a c i l i t e r  l e  broyage du po l l en  e t  s u r t o u t  d 'é l iminer  t o u t e  

ac t ion  eazymatique . 

Le m a t é r i e l  végéta l ,  s t y l e  ou po l l en ,  préalablement pesé,  e s t  broyé 

rapidement dès s a  s o r t i e  du congélateur  dans un mor t ie r  rempli d ' azo te  l i q u i d e .  

Quand l ' a z o t e  a totalement  d isparu  l e s  l i p i d e s  sont  e x t r a i t s  p a r  broyage dans 

l e  mélange chloroforme - méthanol ( 2  : 1 v /v)  dans un a p p a r e i l  du type "Waring 

~ l e n d o r "  pu i s  on homogénéise dans un a p p a r e i l  de P o t t e r  en v e r r e ,  à r a i son  de 

20 m l  de so lvant  pa r  g de t i s s u s  végétaux. Cette ex t rac t ion  e s t  e f fec tuée  à 

+hoc a i n s i  que t o u t e s  l e s  opéra t ions  su ivantes  de p u r i f i c a t i o n ,  dans àes appa- 

r e i l s  préalablement r e f r o i d i s  e t  dégra issés  par  r inçage au mélange chloroforme- 

méthanol. 

L'homogénéisat e s t  f i l t r é  s u r  papier  e t  l e  r é s idu  l a v é  p lus i eu r s  

f o i s  au mélange chloroforme - méthanol ( 2  : 1 v /v ) .  Les s o l u t i o n s  de lavage 

sont  jo in te s  au f i l t r a t  e t  l e  volume f i n a l  mesuré. Le  par tage  e s t  obtenue 

par  add i t ion  de 1 volume de NaCl à çi % égale  pour 5 volumes de so lvant .  -43rBr 

a g i t a t i o n  vigoureuse e t  décantat ion une n u i t ,  jusqu'à  ce que l a  couche chlo- 

roformique i n f é r i e u r e  s o i t  l impide e t  l ' i n t e r p h a s e  b ien  n e t t e ,  l a  phase su- 5,; 

pér ieure  e s t  pré levée  par  siphonnage e t  l a  surface  ELe l a  couche i n f é r i e u r e  



lavée  par un mélange chloroforme - méthanol - eau sa l ine  ( 3  : 47 : 48 v/v) a f i n  

d 'él iminer toute t r a ce  de phase supérieure précédente. 

La phase organique récupérée e s t  évaporée à sec sous vide, à + 3 5 O C .  

Le rés idu l ip idique obtenu e s t  r epr i s  par  une quan t i t é  bien déterminée de 

mélange chloroforme - méthanol ( 2  : 1 v/v) e t  conservé à -20°C sous atmosphè- 

r e  d 'azote dans des tubes de verre bouchés au t é f l on .  Cette méthode e s t  

schématisée sur  l e  tableau 6. 



TABLEAU 6 : S C H ~ M A , D '  EXTRACTION DES LI PIDES TOTAUX 
POUR L ETUDE DES PHOSPHOLIPIDES, 

Broyage 
dans l e  mélange 

F i  1 t r a t i  on 

Rés i du F i  1 t r a t  

S o l u t i o n  1 impide 
I 

1 +1/5 de son volume de NaCl 9 Z 

& 
Phase aqueuse Phase organique 
à é l i m i n e r  I 

l Lavage p a r  l e  mélange 
CHC1 - CH30H - NaC1 9 Z 
( 3  : 47 : 48, v / v )  

A 
Phase supér ieure  Phase i n f é r i e u r e  
à é l i m i n e r  I + 

Résidu sec de 
1 i p i  des t o t a u x  



FICHE 10 : EXTRACTION DES LIPIDES TOTAUX POUR L'ANALYSE DES ESTERS 
METHYLIQUES D 'ACIDES GRAS NATURELS. 

FATHIPOUR A. e t  a l .  
Bioch. Biophys. A c t a ,  1967, 144, 476 (T18). 

Pour l ' a n a l y s e  des e s t e r s  méthyliques d ' ac ides  gras  n a t u r e l s , l a  

méthode d ' ex t rac t ion  d é c r i t e  a u  paragraphe précédent a  dû ê t r e  légèrement 

modifiée, ( ~ 1 7 )  a f i n  d ' é v i t e r  une éventuel le  méthylation durant l ' e x t r a c t i o n .  

Le m a t é r i e l  v i g é t a l ,  broyé dans l ' a z o t e  l i q u i d e ,  e s t  honogénéisé dans du 

mélange chloroforme - isopropanol  ( 2  : 1 v /v )  à r a i son  de 20 m i  de mélange 

so lvant  p a r  g de t i s s u .  

L'extrait filtré sur papier dégraissé est évaporé à sec sous vide 

et le résidu lipidique, repris par quelques millilitres d'éther de pétrole 

60' - 70°, est prêt pour l'analyse chromatographique sur colonne d'acide 

s i l i c i q u e .  



FICHE I I  : CHROMTOGRAPHIE D 'ADSORPTION SUR COLONNE D 'ACIDE SILICI -  
QUE. PREPARATION DES COLONNES. 

ROUSER G., UUTCHEVSKY G. e t  YAMAMOTO A. 
In : " L i p i d  chromatographie a n a Z y s i s f ' ,  1967, 1 ,  99-162 ( l '25).  

INTRODUCTION 

Au cours  de l a  chromatographie d 'adsorp t ion ,  l e s  composés sont  l i é s  

à d'adsorbant  s o l i d e  pa r  des  fo rces  p o l a i r e s  e t  ion iques ,  e t ,  p l u s  faiblement  

p a r  des fo rces  non p o l a i r e s  ou de VAN DER WALLS. La sépa ra t ion  des mélanges 

l i p i d i q u e s  dépend de l a  p o l a r i t é  r e l a t i v e  de chaque l i p i d e  : c e t t e  p o l a r i t é  

e s t  déterminée p a r  l e  nombre e t  l e  t ype  de groupements p o l a i r e s  ou  hydropho- 

bes.  L ' é l u t i o n  de l a  colonne pa r  des s o l v a n t s  de p o l a r i t é  c r o i s s a n t e  permet l a  

sépa ra t ion  du mélange l i p i d i q u e  en c l a s s e s  dont l a  p o l a r i t é  augmente égale- 

ment (MARINETTI, 1967 (T 25) ) .  

Il convient  de n o t e r  que l a  s é p a r a t i o n  complète des  l i p i d e s  en 

c l a s s e s  n ' e s t  en généra l  pa r  obtenue en une s e u l e  chromatographie en ra i son  des  

chevauchements de p o l a r i t é .  Un fractionnement u l t é r i e u r  s u r  couche mince ou 

s u r  un a u t r e  t ype  de colonne e s t  souvent néces sa i r e  pour i s o l e r  à l ' é t a t  pu r ,  

l e s  d ive r se s  c l a s s e s  de l i p i d e s .  

MATERIEL ET METHODES 

1 - PREPARATION DU GEL DE SILICE SELON ROUSER e t  c o l l .  ( 1967, ~ 2 5 )  

L 'ac ide  s i l i c i q u e  (MEILLINCKRODT) 103 mesh e s t  u t i l i s é  ap rè s  lavage 

se lon  l a  technique de ROUSER e t  c o l l .  (1967, ~ 2 5 ) .  

L 'ac ide  s i l i c i q u e  e s t  mis en  suspension dans l e  méthanol ( 1  kg13 1 

de CF 0 8 ) .  Aprss un con tac t  de 30 minutes.  l e s  p a r t i c u l e s  l e s  p l u s  f i n e s  sont  
3 

él iminées pa r  a s p i r a t i o n .  Ce lavage e s t  r é p é t é  3 f o r s .  Finalement l e  so lvant  

e s t  laissé à évaporer  à l a  température du l a b o r a t o i r e .  L 'acide s i l i c i q u e  e s t  

e n s u i t e  a c t i v é  une n u i t  à 120°C avant l ' emplo i .  



2 - MATERIEL 

Le chloroforme e t  l e  méthanol RP sont d i s t i l l é s  avant l 'emploi. 

Nous avons u t i l i s é  une colonne en verre de 60 cm de haut e t  de 1,5 à 2 cm de 

~ i a m è t r e ,  munie d'un robinet  en t é f l on ,  d 'un rodage femelle a f i n  de recevoir  

l a  t ê t e  d'adduction d 'azote.  

3 - MONTAGE DE LA COLONNE 

IO ou 20 g d 'acide s i l i c i que  ac t i vé  à 120°C sont remis en suspen- 

sion dans 50-100 ml de C H C l  e t  équi l ibrés  30 mn à l a  température du labora- 3 ' 
t o i r e .  Le mélange acide  silicique/CHCl e s t  dégazé sous vide puis  t ransvasé  3 
dans l a  colonne munie d'un bouchon de l a i n e  de verre  e t  remplie de C H C l  /CH OH, 

3 3 
2 : 1 (v /v ) .  

La  hauteur de gel dans l a  colonne e s t  de 12 à 16 cm. La colonne 

e s t  ensuite équ i l ib rée  en chloroforme par passage de 200 m i  de ce solvant .  

4 - DEPOT DE L'ECHANTILLON. 

Quand l e  solvant e s t  à 2 mm au-dessus du niveau de l ' a c i d e  s i l i c i -  

que, l ' échan t i l lon  l ip id ique  r e p r i s  dans 5 ml de C H C l  e s t  déposé au sommet 3 
de l a  colonne à l ' a i d e  d'une p ipe t t e  pasteur.  Après pénétrat ion di: dépôt dans 

l a  colonne, l e s  solut ions  de rinçage sont également déposées avec précaution 

au sonmet de l a  colonne. 



FICHE 12 : CHROMATOGRAPHIE D 'ADSORPTION SUR COLONNE D 'ACIDE 
SILICIQUE. FRACTIONNEMENT DES ESTERS METHYLIQUES 
D 'ACIDES GRAS NATURELS. 

HIRSH J .  e t  AHRENS H.E. 
J.B.C., 1958, 233,  311 (T19)  
modifiée B. CARON, T h è s e ,  1972. 

Cette technique ne s 'appl ique  qu'au fractionnement des e s t e r s  

méthyliques d 'ac ides  gras  n a t u r e l s .  

Le p r inc ipe  r e s t e  ident ique  au précédent ,  l ' a c i d e  s i l i c i q u e  em- 

ployé a u s s i ,  s e u l s  l e s  so lvan t s  d ' é l u t i o n  va r i en t .  

La colonne obtenue de l a  même façon que précédemment e s t  préparée 

dans l ' é t h e r  de p é t r o l e  60'-70' pur ap rès  t r o i s  lavages  success i f s  de  l ' a c i d e  

s i l i c i q u e  p a r  l ' é t h e r  é thyl ique ,  p a r  l e  mélange acétone - é t h e r  é thyl ique  ( 1  : 1 

v/v) e t  de  nouveau pa r  l ' é t h e r  é thyl ique  pur. Les so lvan t s  de p o l a r i t é  c ro is -  

san te  sont  i c i  cons t i tués  p a r  des mélanges é t h e r  é thy l iques  (EE) - é t h e r  de 

p é t r o l e  (EP) de concentrat ion c ro i s san te  en é t h e r  é thyl ique .  

Le schéma d ' é l u t i o n  correspond à une modif icat ion de protocole 

de H I R S H  (T 19) e t  a  é t é  a i s  au  poin t  à p a r t i r  du mélange de substances témoins 

su ivant  : 

- carotène 
- s t é a r a t e  de c h o l e s t é r o l  
- o l é a t e  de c h o l e s t é r o l  
- palmi ta te  de cho les t é ro l  
- e s t e r s  d ' a c i d e s  g ras  C I O  à C20 
- t r i g l y c é r i d e  ( t r i o l é i n e  t r i s t é a r i n e  e t c  ... ) 
Il e s t  présenté  f i g u r e  7. 

C'est  dans l a  f r a c t i o n  4 que s e  re t rouve  l a  q u a s i - t o t a l i t é  des a c i -  

des gras.  Les fra .ct ions 3 e t  5 n ' e n  possèdent que des t r a c e s  e t  t o u t e s  l e s  a u t r e s  

f r a c t i o n s  aucune. 



FIGURE 7 : SCHÉMA D'ÉLUTION POUR L E  FRACTIONNEMENT 

DES ESTERS MÉTHYLIQUES E T  A C I D E S  GRAS 

NATURELS 

Mélange des témoins en 
solution dans éther de 
pétrole 

1 E E  - E P  1 76 v/v, 

50 ml ( I I I )  es ters  d 'acides 

i gras ( t races)  

Chromatographie 
sur  colonne d'acide s i l i -  
cique préparée dans 1 'é ther  

Esters 
d ' acides gras 

de pétrole 

13-Carotène ( I I )  E E - E P  1 % v /v  

50 ml 

l 1 E E  - EP 1 ? L v / v ,  esters d'acides gras 
50 ml ( t races)  

EE - EP 1 % v /v  
> (1) 6-carotène ( t races)  - 

50 m l  

esters  d u  cholestérol 
( t races)  

Esters du  
cholestérol 53 m: k-EP- 

50 m l  (VII) es ters  du cholestero 

Esters d u  
cholestérol 
( t races)  

1 E E -  + EP (IX) triglycérides 



MODE OPERATOIRF: 

La colonne d ' ac ide  s i l i c i q u e  e s t  é q u i l i b r é e  en é t h e r  de  p é t r o l e  

(60-70') (EP). La charge e s t  i n f é r i e u r e  à 15 mg de l i p i d e s  t o t a u x  en  s o l u t i o n  

dans l ' é t h e r  de p é t r o l e  p a r  gramme d ' ac ide  s i l i c i q u e .  

Le schéma d ' é l u t i o n  a é t é  s i m p l i f i é  : l a  première f r a c t i o n ,  

gluée par  150 m l  de mélange é t h e r  é thy l ique /é the r  de p é t r o l e  ( 1  % v / v )  cor- 

respond aux hydrocarbures s a t u r é s ,  c i r e s  e t  f3 caro tène .  La seconde f r a c t i o n ,  

obtenue par  passage de 50 m l  du même so lvant  c o n t i e n t  l e s  e s t e r s  méthyliques 

d ' a c i d e s  gras .  

La pu re t é  de c e t t e  seconde f r a c t i o n  s e r a  v é r i f i é e  par  chromato- 

graphie  s u r  couches minces e t  son analyse e f f e c t u é e  p a r  chromatographie en  

phase gazeuse. 



FICHE 13 : ETUDE DE LA COMPOSITION EN ACIDES GRAS PAR 
CHROMATOGRAPHIE GAZ-LIQUIDE 

MATERIELS 

La composition en a c i d e s  g ra s  des  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  

a  é t é  r é a l i s é e  s u r  un a p p a r e i l  Varian 1800, équipé d'un d é t e c t e u r  à 

i o n i s a t i o n  de flamme. 

Deux types  de colonnes peuvent ê t r e  u t i l i s é e s  : 

- une colonne de t y p e  s tandard  en a c i e r  inox,  de 3 mètres  de l o n g  e t  3 mm de 

d i m è t r e ,  remplie d e  diéthylène-glycol-succinate  (DEGS) à 10 % en poids  sur 

un support i n t e r t e  (chromosorb W) de granulométr ie  60/80 mesh AW. L 'analyse 

s ' e f f e c t u e  à 176OC, l e s  températures  de l ' i n j e c t e u r  e t  du d é t e c t e u r  sont r e s -  

pectivement de 2 1 0 ' ~  e t  220°C environ. Le d é b i t  du gaz vec t eu r  ( a z o t e  R )  e s t  

de 25  m%/minute à l a  s o r t i e  de  l a  colonne. 

- une colonne c a p i l l a i r e  en a c i e r  inox de  5 0  mètres  de l o n g  e t  0 , 5  m de d ia-  

mètre, remplie de Carbo-wax 20 m. Les tempéra tures  de l ' i n j e c t e u r  e t  du détec- 

t e u r  svnt  respectivement de 250°C ; l a  colonne e s t  s t a b i l i s é e  à 220°C. L 'azote  

R e s t  admis à l a  p re s s ion  de 0 , 3  bar  à l ' e n t r é e  de l a  colonne. Ce t y p e  de CO- 

lonne permet l ' a n a l y s e  de t r è s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  d ' e s t e r s  méthyliques.  Le pou- 

v o i r  de r é s o l u t i o n  mei l leur  e t  l e  temps d 'ana lyse  r é d u i t  permettent  l ' m a l y s e  

d ' ac ides  g ra s  t r è s  l ongs  t e l  que l ' a c i d e  l i gnocé r ique  ( ~ 2 4  : 0 )  e t  nervonique 

( ~ 2 4  : 1 ) .  

IDENTIFICATION DES ACIDES GRAS 

L ' i d e n t i f i c a t i o n  de t o u s  l e s  ac ides  g ra s  r e s t e  un problème 

d i f f i c i l e  à résoudre : aucune méthode p r i s e  séparément ne permet d ' i d e n t i f i e r  

avec c e r t i t u d e  t o u s  l e s  ac ides  gras .  L ' u t i l i s a t i o c  simultanée des  p r i n c i p a l e s  

métnoues permeG cepenüant d ' i d e n t L f i r r  l a  p l u p a r t  dt- c c s  ac ides  ,3133. 

1 - COMPARAISON DES TEMPS DE RETENTION 

Cette  méthode e s t  c l a s s i q u e  e t  rap ide .  Il s u f f i t  de com- 

pa re r  l e s  temps de  r é t e n t i o n  des  p i c s  i n c o n ~ u s ,  avec ceux obtenus pour l e s  



e s t e r s  méthyliques d ' ac ides  gras témoins commerciaux. Pour un type  de colonne, 

l e  temps de  r é t e n t i o n  absolu évolue avec l e  temps. Le temps de r é t e n t i o n  re- 

l a t i f ,  p a r  rappor t  à l ' a c i d e  s t é a r i q u e  ( ~ 1 8  : O) e s t  cons t an t  pour un t y p e  de  

phase s t a t i o n n a i r e ,  de température e t  de d é b i t  d ' azo te .  

2 - COMPARAISON DES TEMPS DE RETENTION OBTENUS SLT DES 
PHASES DE POLARITE DIFFERENTE 

Sur une phase p o l a i r e  (DEGS), l a  présence d'une double 

l i a i s o n  dans l a  molécule d ' a c i d e  g ra s  augmente l ' a d s o r p t i o n  s u r  l a  phase s t a -  

t i o n n a i r e  d 'où une é l éva t ion  du temps de ré ten t ion .  pa r  r appor t  à l ' a c i d e  g ra s  

s a t u r é  de même longueur de cha îne .  Cet te  augmentation e s t  d ' au t an t  p l u s  i m -  

p o r t a n t e  que l e  nombre de doubles  l i a i s o n s  e s t  p l u s  é l evé  e t  que l a  p o s i t i o n  

de l ' u n e  d ' e l l e s  e s t  p l u s  proche de l ' e x t r é m i t é  méthyle de l a  chaîne. 

Sur l e  carbo-wax 20 My t o u s  l e s  a c i d e s  g ra s  d'une même 

s é r i e  ( s a t u r é s  e t  i n s a t u r é s )  s o r t e n t  avant  l e s  a c i d e s  g r a s  de l a  s é r i e  sui-  

vante.  

Sur l e s  DEGS l ' a c i d e  l i no lén ique  (18 : 3) e t  l ' a c i d e  

a rachid ique  (20 : 0)  ont  des  temps de  r é t e n t i o n  quas i - ident ique ,  a l o r s  q u ' i l s  

sont  par fa i tement  séparés  sur carbo-wax 20 M. 

L ' u t i l i s a t i o n  simultanée des deux t y p e s  de phase e t  l a  c o r  

pa ra i son  des temps de r é t e n t i o n  r e l a t i f s  permettent  d ' i d e n t i f i e r  l e s  a c i d e s  

gras  à 24 e t  22 atomes de carbone s a t u r é s  ou non. 

3 - RELATIONS ENTRE LES TEMPS DE RETENSION ET LE NOMBRE 
D'ATOMES DE CARBONE (FIGTJF~ 8 ) .  

Il e x i s t e  pour l e s  ac ides  g r a s  homologues d 'une même s é r i e  

une r e l a t i o n  l i n é a i r e  e n t r e  l e s  logari thmes dicimaux des  temps de r é t e n t i o n  e t  

l e  nombre d'atomes de carbone des  molécules.  

Sur une f e u i l l e  de pap ie r  semi-logarithmique nous por tons  

en a b c i s s e  l e  nombre de carbone de l a  chaîne ( é c h e l l e  mét r ique)  e t  en ordonnée 

l e  temps de r é t e n t i o n  ( é c h e l l e  logar i thmique) .  A ins i ,  pour chaque s é r i e  homo- 

logue d ' a c i d e s  g r a s ,  nous obtenons Lrie d r o i t e  e t  l e s  d r o i t e s  t r a c é e s  sont  

p a r a l l è l e s .  

Il e s t  p o s s i b l e  a i n s i ,  à l ' a i d e  des  temps de r é t e n t i o n  

de deux ac ides  gras connus s u r  un chromatogramme e t  appar tenant  à l a  même s é r i e  



nombre d'atomes de carbone 

détermination de la longueur 
de la chaine carbonée 
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homologue, de t r a c e r  une d r o i t e  e t  e n s u i t e  de déterminer  l e s  temps de r é t e n t i o n  

théor ique  des  a u t r e s  ac ides  g r a s  de l a  s é r i e  e t  de l e s  comparer à ceux des  

p i c s  inconnus. 

4 - METHODE UTILISANT LES LONGUEURS EQUIVALENTES DE CHAINE 
CARBONEE ECL 

Comme pa r  l a  méthode précédente,  on t r a c e  l a  d r o i t e  Soi- 

gnant l e s  p o i n t s  obtenus en p o r t a n t  en abc i s se  l e  nombre d'atomes de carbone 

des ac ides  g ra s  s a t u r é s  e t  en ordonnée l e s  logari thmes des  temps de r é t e n t i o n .  

Puis  en u t i l i s a n t  l e s  temps de r é t e n t i o n  des  ac ides  

. o lé ique  c i 8  ............ 1 W 9 
......... . l i n o l é i q u e  c i 8  2 w 6 
........ . l i n o l é n i q u e  c18 3 w 3 

on détermine sur l e  graphique l a  longueur  équ iva l en te  de cha îne  carbonée pour 

l e s  t r o i s  t ypes  de doubles l i a i s o n s  W9, ~6 e t  W3 

. l ' a c i d e  o l é i q u e  possède 1 double l i a i s o n  en W9 

. l ' a c i d e  l i n o l é i q u e  possède 1 double l i a i s o n  en 
~6 e t  une en w9 

. l ' a c i d e  l i n o l é n i q u e  possède 1 double l i a i s o n  en 
~ 3 ,  une en  ~6 e t  une en ~ 9 .  

ACKMAN e t  c o l l .  ( 1973, T 2 1 )  supposent que, l o r squ 'un  ac ide  

gras  con t i en t  p l u s i e u r s  doubles l i a i s o n s ,  l a  va leur  ECL de l 'ensemble de ce l -  

l e s - c i  e s t  éga l e  ?i l a  somme des v a l e u r s  obtenues pour ce s  doubles  l i a i s o n s  

p r i s e s  ind iv idue l lement .  I l s  admettent également que s i  un a c i d e  g r a s  possède 

p l u s  de 3 doubles  l i a i s o n s ,  l e s  a l ~ t r e s  s i t u é e s  e n t r e  l a  l i a i s o n  en W e t  l ' e x -  

t r émi t é  carbonyle sont  a f f e c t é e s  de l a  va l eu r  ECL de l a  double l i a i s o n  W9. 

Pour l e  c a l c u l ,  on p o r t e  l e  temps de r é t e n t i o n  de l ' a c i d e  

o lé ique  en ordonnée e t  on o b t i e n t  en a b c i s s e  s a  longueur équ iva l en te  de chaî-  

ne. Par d i f f é r e n c e  avec c e l l e  de l ' a c i d e  s a t u r é  correspondant ( s t é a r i q u e )  

on en dédui t  l a  va l eu r  ECL de l a  double l i a i s o n  W9. Connaissant c e t t e  va l eu r ,  

e t  en opérant  de l a  même façon, on dédu i t  l a  va leur  de l a  double l i a i s o n  en 

w6 p u i s  en ~ 3 .  

S i  on veut  déterminer  l a  n a t u r e  d'un p i c  inconnu, on dé- 

termine son temps de r é t e n t i o n  e t  a u  moyen de l a  d r o i t e  précédente ,  on o b t i e n t  

- sa longueur équ iva l en te  de chaîne carbonée. Puis  p a r  d i f f é r e n c e  avec l ' a c i d e  

g ra s  s a t u r é  précédent  s u r  l e  chromatogramme, on dédui t  l ' i nc rémen t  dû à l a  



somme de ses  doubles l i a i sons .  L'incrément e s t  composé à l ' a i d e  des valeurs  

ECL des l i a i sons  W 3 ,  ~6 e t  W9. Des hypothèses sur l e  nombre e t  l a  pos i t ion  des 

doubles l i a i s o n s  sont formulées. Selon l e s  résultats obtenus par  d ' au t res  

méthodes d ' i den t i f i c a t i on ,  il convient de c h o i s i r  l 'hypothèse l a  p lu s  pro- 

bable. 

5 - HYDROGENATION 

La comparaison des chromatogrammes avant e t  après hydro- 

génation permet de p réc i se r  l a  longueur de chaîne des acides gras e t  notamment 

c e l l e  des acides gras insaturés .  

EVALUATION DU POURCENTAGE DE CHAQUE A C I D E  GRAS 

Cette évaluation peut ê t r e  effectuée par l ' u n e  des t r o i s  

méthodes suivantes. Les paramètres servant à c e t t e  évaluation sont d é f i n i s  : 

1 - TRIANGULATION 
Les courbes de GAUSS sont assimilées à des t r i a n g l e s  en 

u t i l i s a n t  l e s  tangentes au point dl inflexion ( t r i a n g l e s  ADF e t  ILN) , l a  sur- 

face du p ic  e s t  exprimée par l a  formule : 

hauteur x base 
' 2  

2 - MESURE DE LA LARGEUR DU PIC A MI-HAUTEUR ET EN MUL- 
TIPLIANT PAR LA HAUTEUR 

Les hauteurs des p ics  (BE - JM) sont mesurées e t  l e s  va- 

l e u r s  0,5.h (EH e t  M P )  sont marquées perpendiculairement au sommet de chaque 

pic .  La largeur  à l a  mi-hauteur ( C G  - KQ) e s t  mesurée en mill imètre.  

surface du p i c  = BE x CG 

Cette méthode, théoriquement précise ,  e s t  inemployable 

pour l e s  s i c s  rcpides dort  l e z  l a r g e ~ w s  sont t r è s  f a i b l e s .  



3 - PAR LI3 PRODUIT TEMPS DE RETENTION BSOLU QUE MULTIPLIE 
LA HAUTEUR DU PIC 

Cet t e  méthode dépend du fa i t  que l a  l a r g e u r  du p i c  e s t  

une fonc t ion  l i n é a i r e  du temps de r é t e n t i o n .  

La déterminat ion des s u r f a c e s  des  d i f f é r e n t s  p i c s  s e  

f a i t  p a r  l a  mesure des  hauteurs  de p i c  (BE - JM) en mi l l imè t r e  e t  p a r  l a  me- 

su re  des  temps de r é t e n t i o n  ( O E  - OM) en mi l l imè t r e  également. 

sur face  du p i c  = BE x OM 

Ce t t e  méthode e s t  r ap ide  e t  p r é c i s e .  

Les propor t ions  r e l a t i v e s  des  d i f f é r e n t s  ac ides  g ra s  

sont  exprimées en c a l c u l a n t  l e  pourcentage des  su r f aces  de chaque p i c  par  rap- 

p o r t  à l a  su r f ace  t o t a l e  des  p i c s  r e t enus .  Les r é s u l t a t s  sont  exprimés en pour- 

centage d ' e s t e r s  méthyliques.  

Aucune méthode de mesure n ' e s t  p a r f a i t e ,  e t  1' évalua t ion  

des  p i c s  t r è s  a p l a t i s  e s t  entachée d ' e r r e u r s  importantes .  

Les compositions en a c i d e s  g r a s  p ré sen tées  ont  é té  réa- 

l i s é e s  sur colonne de DEGS. Chaque analyse e s t  l e  résultat moyen de t r o i s  

i n j e c t i o n s .  L ' i d e n t i f i c a t i o n  des  ac ides  g r a s  a été r é a l i s é e  en comparant l e s  

temps de r é t e n t i o n ,  en u t i l i s a n t  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  temps de r é t e n t i o n  e t  

longueur de chaîne e t  p a r f o i s  l e s  ECL.  évaluation des  pourcentages e s t  

r é a l i s i e  par  l a  m u l t i p l i c a t i o n  du temps de r é t e n t i o n  p a r  l a  hauteur  du p i c .  



Tb4 

FICHE 14 : DOSAGE COLOIUMETRTQUE DU PHOSPHORE 

CIlEN P.S. e t  coZZ. 
Anal. Chem., 1956, 28, 1756 (T22) 

BRIGGS W. H. 
J .  BioZ. Chem., 1924, 59, 255 (T23) .  

P R I N C I P E  

La détermination q u a n t i t a t i v e  des phospholipides contenus 

dans l ' e x t r a i t  t o t a l  cons i s t e  essent ie l lement  en un dosage du phosphore après  

minéra l i sa t ion  de c e s  l i p i d e s .  

De nombreuses méthodes permettent l e  dosage du phosphore li- 

pidique.  De préférence  à l a  miné ra l i sa t ion  pa r  l ' a c i d e  su l fur ique  e t  l ' e a u  oxy- 

génée à 110 volumes préconisés p a r  DELSAL, 1953 (~24), nous u t i l i s o n s  l a  miné- 

r a l i s a t i o n  perchlor ique  selon CHEN (1956, ~ 2 1 )  su iv ie  du dosage colorirnétrique 

du phosphore basé sur l a  réac t ion  de BRIGGS (~22). Le p r inc ipe  de c e t t e  r é a c t i o n  

repose sur  l a  formation d'un complexe phosphomolybdeux - molybdique quand on 

a jou te  à une so lu t ion  d ' ions  phosphates des ions  molybdiques e t  molybdeux. 

Ce complexe coloré  en b l e u  in t ense  e s t  dosé colorimétr ique-  

ment à 650 nm. 

R E A C T  1  F 

1 - SOLUTION MERE DE PHOSPHORE A 1 C-RAMME PAR LITRE 

K-rI PO W . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4,394 g 
2 4 

eau d i s t i l l é e  qsp ............... 1000 m l  

2 - SOLUTION FILLE DE PHOSPHORS A 20 MG PAR LITRE 

P a r  d i l u t i o n  extemporinée au  1/50 de l a  so lu t ion  mère. 



3 - RFACTIF MOLYBDIQUE 

Il e s t  obtenu p a r  d i s s o l u t i o n  à chaud de 25 grammes de molyb- 

d a t e  d'ammonium dans 125 ml d 'eau b i d i s t i l l é e ,  p u i s  a d d i t i o n  de 200 ml d'une 

s o l u t i o n  d1H2S04 (75 m i  H2S04 ( d  = 1,841 dans 125 ml d'eau b i d i s t i l l é e )  . Ce réac-  

t i f  s e  conserve b i en .  

4 - SOLUTION D'HYDROQUINONE A 1 % DANS L'EAU BIDISTILLEE 

5 - SOLUTION AQUEUSE DE SULFITE DE SODIUM A 20 % 
Ces deux s o l u t i o n s ,  de mauvaise conserva t ion ,  son t  pré-  

parées  extemporanément. 

6 - MELANGE H N O ~ / H ~ S O ~  A PARTIES EGALES EN VOLUME 

7 - SOLUTION AQUEUSE D'HCL O b  à 60 % 

8 - NHbOH PUR 

9 - H2S04 7N.  

MODE OPERATOIRE 

Quelques ml de s o l u t  ion  l i p i d i q u e  sont  i n t r o d u i t s  dans une 

f i o l e  de Kjeldahl .  Le so lvant  organique e s t  évaporé. Après a d d i t i o n  de 1 mi de 

mélange s u l f o n i t r i q u e ,  l a  f i o l e  e s t  chauffée  s u r  une rampe à m i n é r a l i s a t i o n  sous 

une h o t t e .  

Quand l e s  vapeurs rousses  de NO ont  d i sparu  e t  son t  rkmpla- 
2 

cées  pa r  des vapeurs blanches de SO a j o u t e r ,  a p r è s  re f ro id issement  de l a  f i o -  2 
l e , l  ml d'HC1 O 4  à 60 %. Chauffer de nouveau ju squ ' à  décolora t ion  t o t a l e .  

Ce t t e  miné ra l i s a t ion  n é c e s s i t e  environ 1 heure 30 minutes 

de chauffage. , 

Le mélange inco lo re  e t  r e f r o i d i  e s t  addi t ionné de 10 mi d 'eau  

b i d i s t i l l é e ,  de quelques gou t t e s  de phénol-phtaléine puis  n e u t r a l i s é  à l ' a i d e  

d'ammoniaque pure jusqu 'à  a p p a r i t i o n  d'une l é g è r e  c o l o r a t i o n  rose .  La décolora- 

t i o n  e s t  assurée  e n s u i t e  p a r  quelques gou t t e s  d ' a c i d e  su l fu r ique  7N. 



Le contenu de c e t t e  f i o l e  est t r ansvasé  quant i ta t ivement  

dans une f i o l e  jaugée de 100 ml p u i s  complété avec de l ' e a u  b i d i s t i l l é e .  

Un b lanc  r é a c t i f  e s t  e f f e c t u é  simultanément. La gamme é t a l o n  

e s t  préparée à. p a r t i r  de  l a  s o l u t i o n  f i l l e  de KH2P04 à 20 milligrammes de phos- 

phore pa r  l i t r e .  

Cans des f i o l e s  jaugées de 50 ml, sont i n t r o d u i t s  10 nl de 

l a  s o l u t i o n  à doser ,  10 ml du b lanc  r é a c t i f  e t  10 m l  des  d i v e r s e s  s o l u t i o n s  

s tandard d i l u é e s  à 5 ,  10, 15 e t  20 pg de phosphore pa r  ml. Püi s  successive-  

ment sont a j o u t é s ,  à chaque f i o l e ,  5 m l  de chacune des s o l u t i o n s  su ivan te s  

dans l ' o r d r e  indiqué. 

- r é a c t i f  molybdique 
- so lu t ion  aqueuse à 1 % d'hydroquinone 
- s o l u t i o n  aqueuse à 20 % de s u l f i t e  de sodium. 

Après avoi r  complété avec de l ' e a i i  b i d i s t i l l é e ,  l e s  va r i a -  

t i o n s  de DO sont  e n r e g i s t r é e s ,  ap rè s  30 minutes à 650 nm l ' é t a b l i s s e m e n t  d 'une 

courbe é t a l o n  ( f i g u r e  9 ) permet t ra  dès  l o r s  de déterminer  l a  concen t r a t ion  

en phosphore des é c h a n t i l l o n s .  



9 : COURBE ETALON DE REFERENCE POUR *LE DOSAGE 
DU PHOSPHORE, 

DO 

1- 

A 650 nm 

. - . * 

5 10 15 20 
* 

pg de phosphore par ml 



FICHE 15 : CHROMTOGRAPBIE D 'ADSORPTION SUR COLONNE D 'ACIDE 
SILICIQUE. FRACTIONNEMENT DES LDIDES TOTAUX. 

FREYSZ L. et coZZ. 
Biochimie, 1971, 53, 399 (T26). 

L'ex t ra i t  l ip id ique  t o t a l  obtenu par  l a  méthode de FOLCH ( f i che  T l71  

e s t  fract ionné en diverses  c lasses  par chromatographie sur  colonne d 'ac ide  

s i l i c i que  équ i l ib ré  en C H C l  La charge e s t  de 4 mg de phosphore l i p id ique  pour 
3' 

20 g d 'acide s i l i c i q u e  e t  l a  v i t esse  d ' é l u t i on  de 3 ml/mn. ~ ' é l u t i o n  e s t  

obtenue par l e  passage successif  de solvant de po l a r i t é  croissante  s o i t  : 

..... - C CHC1<CH30H (9515, v/v) .IO0 

...................... - D CH OH.. 200 ml 
3 

Le schéma de fractionnement est reporté tableau 10- 

La f r a c t i on  A gluée par C H C l  correspond à l ' é l u t i o n  des l i p i d e s  
3 

neutres non retenus sur l a  colonne. L'acétone permet de r e c u e i l l i r  l e s  gly- 

col ip ides  au niveau de l a  f rac t ion  B. 

Les phospholipides sont glués en 2 temps s o i t  une première frac-  

t i o n  C renfermant l e s  cardiol ip ides ,  acides phosphatidiques e t  phosphatidyl- 

glycérols  après é l u t i o n  par 100 ml de mélange chloroforme - méthanol (95 : 5 

v/v) e t  une seconde f r ac t i on  composée de tous  l e s  au t res  phospholipides Glués 

par 200 ml de méthanol pur. 

Les diverses  f rac t ions  r e c u e i l l i e s  sont évaporées à sec sous 

vide à +35OC e t  l e s  résidus dissous dans quelques m i l l i l i t r e s  de chloroforme - 
méthanol ( 2  : 1 v/v) sont ensui te  é tudiés  qualitativement par chromatographie 

sur  couches minces de ge l  de s i l i c e .  



TABLEAU 10 : SCHÉMA DE FRACTIONNEMENT DES L I P I D E S  
PAR CHROMATOGRAPHIE SUR A C I D E  S I L I C I Q U E ,  

Chromatographie sur colonne 

acide silicique préparée 

dans le CHC13 

., 

Extrait total en solution 

dans le CHCl 
3 

4 mg de P lipidique 
4- 1 

A 
lipides neutres 

B 
Glycolipides 

+ traces de 
phospholipides 

acétone 100 ml - 
c 

Phospholipides CH30H 200 ml 

restants 

CHC13 : CH OH 
3 

(95/5,v/v)  

100 m l  
* 

Cardiolipides 

Ac. phosphatidiques 

~hosphatidylglycéiol 

2 



FICHE 16 : Ch'ROMTOGRAPHIE D'ECHANGE IONIQUE S U R  COLONNE 
DE DEAE CELLULOSE. FRACTIONNEMENT DES L I P I D E S  
TOTAUX. 

ROUSER G. e t  al. 
fie Journa2 of the  american oiZ Chem.  Soc., 1963, 40, 425 I T  27 ) . 

Les polymères n a t u r e l s  comme l e s  c e l l u l o s e s  échangeuses d ' i o n s  

sont  des  adsorbants  c e l l u l o s i q u e s  u t i l i s a b l e s  comme échangeurs s o i t  de ca t ions  

(carboxy - méthyl - c e l l u l o s e )  s o i t  d ' an ions  ( d i é t h y l  - m i n o  - é t h y l  - c e l l u l o -  

s e  ou DEAE - c e l l u l o s e )  . 

La DEAE - c e l l u l o s e  corne t o u t e s  l e s  c e l l u l o s e s  échangeuses 

d ' i o n s  e s t  remarquable p a r  deux p r o p r i é t é s  : 

- l a  grosseur  des g r a i n s  ; 
- l e  nombre de  groupements basiques f i x é s  s u r  l e s  fonc t ions  a l c o o l s  l i b r e s  

des  u n i t é s  de 8-glucopyrannose . 

Ce nombre e s t  déterminé p a r  des  méthodes poten t iomét r iques  

qui  d é f i n i s s e n t  des v a l e u r s  en mEq par  gramme. 

MATERIEL E T  METHODES 

1 - PREPARATION DE LA DEAE CELLULOSE SELON ROUSER ET AL. , 1963 
(727). 

Environ 100 g r e m e s  de DEA3 - c e l l u l o s e  sont p u r i f i é s  p a r  

3 cycles  de lavages s u c c e s s i f s ;  chaque cyc le  comprenant dans l ' o r d r e  : H C 1  1 N, 

eau d i s t i l l é e ,  KOH 1 N ,  eau d i s t i l l é $ .  

Après un de rn i e r  lavage au  méthanol,  e t  séchage 3 l ' a i r ,  e l l e  

e s t  conservée, sous v i d e ,  dans m r é c i p i e n t  dont l e  fond e s t  ga rn i  de po ta s se  

en p a s t i l l e s .  15 grammes de ce ma té r i e l  son t  addi t ionnés  d ' a c i d e  acé t ique  gla-  

c i a l  e t  l a i s s é s  en co r l t ac~ ;  pendant ulc riuii. 



2 - MONTAGE DE LA COLONNE, ROUSER e t  c o l l .  , 1963 (T27) 

15 g de DEAE c e l l u l o s e  sous forme a c é t a t e  sont  t r a n s f é r é s  dans 

une colonne de 50 cm de hauteur  e t  de 2,5 cm de diamètre i n t é r i e u r  munie 

d 'un rob ine t  en t é f l o n  dans l e  bas. 

La DEAE c e l l u l o s e  e s t  versée dans l a  colonne jusqu'à  obten- 

t i o n  d'une colonne de 20 cm de haut.  E l l e  e s t  l avée  par  passage de CH OH jusqu 'à  
3 

n e u t r a l i t é  ( 6  f o i s  l e  volume de l a  colonne),  pu i s  pa r  passage de C H C l  3' 

3 - DEPOT DE L'ECHANTILLON 

L'échant i l lon  dissous dans du chloroforme pur e s t  déposé avec 

précaution au  sommet de l a  colonne. La quan t i t é  de l i p i d e s  totaux pour une 

t e l l e  colonne (15  grammes de DEAE c e l l u l o s e  t i t r a n t  O,8 à 0,9  mEq p a r  g r m e )  

ne d o i t  jamais ê t r e  supér ieure  à 200 mg. 

4 - SCHEMA D'ELUTION 

L 'é lu t ion  r é a l i s é e  pa r  une s é r i e  de so lvan t s  de p o l a r i t é  c ro is -  

san te  s ' e f f e c t u e  à l a  température de pour un d é b i t  de 3 &/minute. Le ta- 

bleau présenté  ci-dessous, i n s p i r é  de c e l u i  de NICHOLS, 1964 ( ~ 2 8 )  , schémati- 

s e  l e s  e lu t ions  successives à e f f e c t u e r  pour séparer  l e s  d ive r s  l i p i d e s  de l a  

f r a c t i o n  acétonique obtenue ap rès  chromatographie de l ' e x t r a i t  l i p i d i q u e  t o t a l  

s u r  colonne d 'ac ide  s i l i c i q u e .  Cf. f i c h e  technique 15.  

Solvants 

C H C l  pur  
3 

CHC13-CH30H ( 95: 5 v/v) 

CHC13-CH OH (90: 10 v /v)  
3 

CHC13-CH30H ( 2: 1 v/v) 

s a t u r é  avec NH OH concentré 4 

Volume 
------------------------------.------------.------------------------------------- 

400 ml 

200 ml 

200 m l  

200 m l  

Lipides é lués  

monogalactosyl-diglycérides ( MGDG) 

cérébros ides  
s t é ro lg lyco  s ides  

digalactosyl-diglycérides (DGDG) 

pho sphat idy lg lycé ro l  
diphosphatidylglycérol  ( c a r d i o l i ~ i d e )  

ac ides  phosphatidiques 
s u l f o l i p i d e s  



FICHE 17 : CHROlrlrl2'OGRAPHI.E SUR COUCHE U N C E  DES LIPIDES. 

. La chromatographie s u r  couche mince e s t  l e  moyen l e  p l u s  a i s é  

pour s épa re r  e t  i d e n t i f i e r  un mélange l i p i d i q u e .  

MATERIEL 

- Gel de s i l i c e  H (Merck) à r a i s o n  de 40g g e l / i 0 0  m l  d ' eau  d i s t i l l é e  ; 

- Gel de s i l i c e  G (Merck) à r a i s o n  de 50 g ge1/100 m l  d ' eau  d i s t i l l é e  ; 

- Lta l eu r  Desaga - plaque de v e r r e  20 cm x 20 cm ; 

- Epaisseur  de l a  coucne de g e l  : 250 p - 500 p ; 

- Appl ica t ion  des é c h a n t i l l o n s  à l a  se r ingue  Hamilton sous courant  d ' azo te  
a f i n  d ' é v i t e r  l e s  déna tu ra t ions  ; 

- Dépôt : 20 à 80 p de l i p i d e s  ; 

- Cuves d e  type  Desaga ( 1 1  x 21 x 21 cm) e t  cuves sandwich de type  Desaga. 

S Y S T E M E  SOLVANT 

Plus i eu r s  s o r t e s  de so lvan t s  ont é t é  u t i l i s é s  pour r é a l i s e r  

l a  s é p a r a t i o n  des d i v e r s e s  f r a c t i o n s  l i p i d i q u e s  p a r  chromatographie s u r  couches 

minces. 

A - LIPIDES TOTAUX ET LITIDES NEUTRES 

Les l i p i d e s  de l ' e x t r a i t  t o t a l ,  de l ' é l u a t  chloroformique ou  des 

é l u a t s  é t h é r é s  obtenus après  passage s u r  colonne d ' a c i d e  s i l i c i q u e  san t  sépa- 

r é s  dans l e  mélange c l a s s ique  d é c r i t  pa r  wGOLD, 1961 (729). Sa composition 

e s t  l a  su ivan te  : é t h e r  de p é t r o l e  90 ; é t h e r  é thy l ique  10 ; ac ide  acé t ique  1 ,  

v/v. 

Dans ce  so lvaa t  l a  a i s t a n c e  de migra t ion  e s t  de 15 cent imèt res .  

B - PHOSPHOLIPIDES 

Deux groupes de mélanges so lvan t s  o n t  été t e s t é s  sur des 

plaques de  g e l  G. 



- un solvant  a l c a l i n  u t i l i s é  par  NICHOLS, 1964 ( ~ 2 8 )  

. chloroforme 65 ; méthanol 30 ; NH40H 7N 4,  v/v 

- un solvant  ac ide  préconisé pa r  NICHOLS, 1964 ( ~ 2 8 )  

. chloroforme 170 ; méthanol 25 ; ac ide  acé t ique  25 ; 
eau 6, v/v. 

L'étude d'un mélange de phospholipides témoins (ac ide  phospha- 

t i d i q u e ,  lysophosphatidylcholine, phosphatidylcholine,  lysophosphatidyléthano- 

lamine, pho sphatidyléthanolamine , phosphat i d y l s é r i n e  e t  phosphat idyl ino  s i t o l  ) 

a permis de déterminer l e s  condi t ions  l e s  p lus  favorables à une étude systéma- 

t i q u e  de c e t t e  c l a s s e  l i p i d i q u e  : chloroforme-méthanol - acide  acé t ique  - eau 

(170 : 25 : 25 : 6,  V/V)  pour une d i s t ance  de migration de 12 centimètres.  

Dans l e  t ab leau  su ivant  nous rapportons l a  va leur  des Rf des 

phospholipides témoins chromatographiés dans l e s  condi t ions  d é c r i t e s  ci-dessus. 

Acide phosphatidique O ,  64 
Lysopho sphat idylchol ine  0,08 
Phosphat idylchol ine  0,34 e t  0,44 
Lysophosphatidyléthanolamine 0,20 
~ h o s p h a t  idyléthanolamine 0,57 e t  0,60 
 ho sphat idylsér ine  0,05 
Phosphat i d y l i n o s i t o l  O 

C - PHOSPHOLIPIDES - CARDIOLIPIDES 

L'analyse du mélange c a r d i o l i p i d e ,  acide phosphatidique, phos- 

phat idylg lycérol  a nécess i t é  un système chromatographique d i f f é r e n t  du pré- 

cédent.  

La technique précgdente permet en e f f e t  de ne  séparer  que 

d i f f i c i l emen t  ces t r o i s  dér ivés .  Xous avons employé dans ce but l a  chromato- 

graphie s u r  couches minces se lon  l a  technique des p a l i e r s  mul t ip l e s .  Dans ce 

cas ,  l e s  condi t ions  opé ra to i r e s  sont  l e s  su ivantes  : 

- couche de g e l  de s i l i c e  H de 500 mp d 'épaisseur  ; 

- solvant  1 - acétone - 6 t n e r  de p é t r o l e  ( i / 3  v/v)  qui  migre sur  ,me dis tace  
de 16 centimètres ; 

- solvant  2 - chloroforme - méthanol - ac ide  acé t ique  - eau (80/13/8/0,3 v/v)  
qui  migre su r  une d is tance  de 13 centimètres.  



Dans un t e l  systèlce, l ' a c i d e  phosphatidique donne une t ache  

dont l e  R f  e s t  égal à 0,70 ; l a  tache de c a r d i o l i p i d e  a un R f  supér ieur  à c e t t e  

va leu r  et  c e l l e  de phosphatidylglycérol  un R f  égal à 0,61. 

D - GLYCOSPHINGOLIPIDES 

De nombreux systèmes so lvants  ont  é t é  d é c r i t s  pour a s s u r e r  l a  

sépara t ion  des d iverses  c l a s s e s  de l i p i d e s .  Nous avons p r é f é r é  l e  mélange 

su ivant  : 

qui  assure  l a  sépara t ion  des GSL en fonct ion  du nombre de r é s idus  os id iques  

présents  dans l a  molécule (ROUSER e t  col;., 1963, T27 ; WLSSON e t  a l . ,  1973 

T30). 

DETECTION 

1 - REACTIFS DE DETECTION GENERALE 

a )  vapeurs d'iode. E l l e s  se f i x e n t  au  niveau des doubles l i a i s o n s  des ac ides  

gras. Les l i p i d e s  non s a t u r é s  apparaissent  en brun sur fond jaune. 

b )  Rhodami~e 6G. Ce r é a c t i f  e s t  obtenu pa r  d i l u t i o n  extemporanée de 1 volume 

d 'une so lu t ion  mère de Rhodamine à 50 mg/ l i t r e  d ' e a u  avec 1 volume de NaOH 4 ~ .  

Après pu lve r i sa t ion  e t  examen sous lumière u l t r a v i o l e t t e  des plaques encore 

humides : 

- l e s  phosphatides e t  l i p i d e s  ac ides  apparaissent  en b l e u  
ou pourpre ; 

- l e s  l i p i d e s  ceu t re s  e t  phosphatides neu t re s  en ja-me-orange ; 

- l e s  p rodu i t s  de peroxydation en bleu g r i s  ; 

- l e s  pigments de type chloropnyl l lens  e t  caroténoides en 
b leu  in tense .  

Lorsque l e s  plaques sont sèches,  l e s  l i p i d e s  appara issent  en jaune. 

2 - REACTIFS CE DETECTION DES GSL ET DES GLYCOLIPIDES 

a)  r é a c t i f  de r évé la t ion  des céramides ( KARLSSON-PASCHEII, 1971 ( T 3 1 ) ) . Par  

pu lvé r i sa t ion  des plaques avec une so lu t ion  d ' a c é t a t e  cuprique à 3 % dans 

H PO à 8 % en mi l i eu  aqueux. 
3 4 



Après 25 minutes à 200°C, l e s  composés de types céramides apparaissent  en 

brun. 

Les composés insa tu rés  appara issent  p lus  rapidement. 

b)  r é a c t i f  à l t a n a p h t o l  r évé la teu r  des gJ.ycolipides (céramides-sulfol ipides 

e t  gangliosides.  Les plaques sont  pulvér isées  avec une so lu t ion  d'anaphtol à 

0,5 % dans l e  mélange CH OH - H20 ( 1 1 1  v /v)  puis  après séchage à l ' a i r  li- 
3 

bre ,  avec un mélange acide sul fur ique  - eau ( H  SO - H20 (95-5, v /v) .  2 4 
La plaque e s t  ensu i t e  chauffée à 1 1 0 ° ~  jusqu'à  appar i t ion  des glycolipides 

sous forme de taches  pourpre - v io lacé  sur  fond blanc. Les l i p i d e s  po la i re s  

apparaissent  en jaune e t  l e  cho les té ro l  en rose g r i s .  

c )  r é a c t i f  à l a  benzidine spéci f ique  de l a  l i a i s o n  amide des GSL. 

. solu t ion  1 : 
acide périodique ......................... 228 mg 
eau d i s t i l l é e  ............................ 10 m l  

Cette so lu t ion  e s t  d i luée  au 1/20 dans l ' acé tone  a u  moment de l 'emploi .  

s so lu t ion  II : 
benzidine ................................ 8 4  m g  
CH COOH RF'............................... O , 4  ml 

3 ......................... eau d i s t i l l é e . .  .4,4 ml 
acétone .................................. 45 m l  

La solu t ion  1 d i luée  au 1/20 e s t  pulvér isée  sur  l e s  plaques a i n s i  que l a  solu- 

t i o n  II 5 minutes après l a  p ren iè re .  

Les GSL apparaissent  en blanc su r  fond bleu. 

d )  r é a c t i f  à l a  ninhydrine spéci f ique  des bases l i b r e s .  Solution r é v é l a t r i c e  

........... butanol. . .  95 mi 
pyridine ............. 5 m l  

Après pu lvé r i sa t ion  des plaques, l e s  bases à longues chaînes l i b r e s  apparais- 

sent  en rose.  Cette colora t ion  e s t  i n s t a b l e .  

e )  r é a c t i f  à l ' an throne .  

Anthrone. ................0,2U g 
H2S0 4.............. qsp..100 g 

Après pu lvé r i sa t ion  l e s  plaques sont  chauffées à 1 2 0 ' ~  pendant 10 minutes, 

recouvertes d'une plaque de v e r r e ,  une réac t ion  p o s i t i v e  se  t r a d u i t  par  l ' ap -  

p a r i t i o n  de taches  bleu-pourpre su r  fond blanc. 



3 - REACTIF DES PHOSPHOLIPIDES 

a) r é a c t i f  de Zinzadze. 

. solut ion 1 : 
Mo0 .................................... 40,l g 

25 8 . .  ........................... .1 O00 m l  

Ebul l i t ion  douce jusqu' à disso lu t ion  t o t a l e .  

. solut ion II : 
Poudre de Molybdène ..................... 1,78 g 
Solution I . . . . . .  ........................ 500 ml. 

15 minutes d ' ébu l l i t ion .  Après él imination des rés idus ,  mélanger 1 e t  II, vo- 

lume à volume, puis  a jou te r  2  volumes d'eau. 

5 )  r é a c t i f  de Dragendorff ( s p é c i f i s u e  de l a  cho l ine ) .  

. solut ion 1 : 
........................... ~ i ( N 0  ) 3  5H 0 1,7 g 

C ~ ~ C O ~ H  20 H . .  .......................... qsp 100 ml 

. solut ion II : 
IK. .  .................................... 40 g 
Eau d i s t i l l é e .  .......................... qsp 100 m l  

Solution f i n a l e  pa r  mélange extemporané 

5 ml de so lu t ion  1 
5 m i  de so lu t ion  II 

20 ml de CH3COOH RP 
100 ml d!eau d i s t i l l é e  

Les phospholipides contenant l e  groupement choline apparaissent  en orangé sur 

fond jaune pâle en quelques minutes. 

c )  r é a c t i f  de Meillere. Ce r é a c t i f  permet de d é t e c t e r  l e s  phosphatidylinosi tols .  

. solut ion 1 : 
oxyde mercurique ........................ 1 g  
HNO3 .................................... 1 g  
Eau d i s t i l l é e  ...........................q sp 200 ml 

Diluer au  moment de l 'emploi  a u  1/2. 

. solution II : 
a c é t a t e  de baryum à 10 % . . . . . . . . . . . . . . . . 1 5  ml 
CH3COOH RP ..............................q sp 100 ml 

Pulvér iser  l e s  plaques avec l e  r é a c t i f  1 e t  chauffer  10 minutes à 8 5 ° - 1 ~ ~ 3 ~ .  

~ u l v é r i s e r  ensuite l e s  plaques avec l e  r é a c t i c  II, e t  p o r t e r  de noir-reau 5 1'5- 

tuve pendant 2 minutes. Cette dernière  pulvér isa t ion peut ê t r e  éventuellement 

L - -  
répétée  4 à 5 fois .  La présence d l i n o s i t o l  se t r a d u i t  p a r  1 'appar i t ion  de t aches  

roses.  
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d )  r é a c t i f  à l a  ninhydrine. Cette révéla t ion e s t  spécif ique des groupements 

aminés des phosphatidylsérines e t  phosphatidyléthanolamines. 

La  solut ion de ninhydrine à 0,2 % dans l ' acé tone  e s t  d i luée  au 1/2 extempora- 

nément. Après pulvér isa t ion,  l e s  chromatogrammes sont révélés  par chauffage 

à 8o0C pendant 5 minutes. La présence de l i p i d e s  aminés se t r a d u i t  par l ' a p -  

pa r i t i on  de taches rose-pourpre. 



- . .  

FICHE 18 : PREPARATION DES ESTERS METHYLIQUES D'ACIDES 
GRAS. 

1 NTRODUCTION 

L' ident i f ica t ion e t  l a  r épa r t i t i on  des acides  gras des 

di f férentes  c lasses  dé l i p ide s  se font  sous forme d ' e s t e r s  méthyliques par  

cnromatographie gaz-liquide. La f ixa t ion  d'un groupement méthyle sur l a  fonc- 

t ion  acide des acides gras par une l i a i s o n  e s t e r ,  permet d 'abaisser  l a  tempé- 

ra ture  de vaporisation de ces composés e t  de diminuer l e s  e f f e t s  d'adsorption 

sur l e  support imprégné de phase s ta t ionna i re .  

Des deux méthodes proposées qui conduisent à l a  préparation 

des e s t e r s  méthyliques d'acides gras : 

- l ' une  comprend une saponification su iv ie  d'une méthylation ( A )  , 
- l ' a u t r e ,  permet d 'obtenir  directement par  t r anse s t é r i f i c a t i on ,  l e s  e s t e r s  

méthyliques à p a r t i r  des l i p i d e s  ( B ) .  

METHODE A 

- SAPONIFICATION 

L'extra i t  l ip id ique ,  après addit ion de 50 m l  d'un mélange 

éthanol-éther ( 3  : 1, v/v) e t  de O,5 m l  d'une solution de KOH ION,  e s t  chauffé 

à re f lux  pendant 2 heures, La solution de savons e s t  t ransvasée dans une f i o l e  

jaugée de 50 m i l l i l i t r e s  e t  complètée s i  besoin e s t  par de l ' é thanol  absolu. 

Par addit ion de 39 m i l l i l i t r e s  d '  eau d i s t i l l é e ,  on obt ient  une solution de 

savons dans un mélange éthanol-eau à 50 % (2 5 % ) ,  condition nécessaire à l a  

l impidi té  de l a  solution. 

Après addit ion de 75 m l  d 'é ther  de pé t ro le  3 0 ~ - 6 0 ~ ,  e t  

ag i ta t ion  vigoureuse, l a  phase supérieure éthérée qui contient  l e s  s t é ro l s  

e s t  éliminée. L'opération e s t  recommencée 2 fo i s .  L a  couche in fé r ieure  a i n s i  

pur i f i ée  contient  Les s e l s  ae K aes  acides  gras. Les acides grbs son: l i b é r é s  

par addit ion de 10 ml dlHC1 1,5N. Par ag i t a t i on  avec 75 m i  d ' é ther  de pé t ro le ,  

l e s  acides  gras l i b r e s  passent dans l a  phase éthérée. Un lavage à l ' e a u  dis-  - 
- - 

t i l l é e  permet d'éliminer tou te  t r ace  d 'acide chlorhydrique. La phase éthérée 



a i n s i  obtenue e s t  évaporée à sec sous vide e t  l e  r é s i d u  d 'ac ides  g r a s  l i b r e s  

p r ê t  à ê t r e  méthylé. 

- METNYLATION DES ACIDES GRAS LIBRES PAR LE REACTIF 
AU BF3-MEWOL 

- Préparat ion de l a  so lu t ion  de BF? - dans l e  méthanol : Dans un f lacon de 

2 l i t r e s ,  t a r é  e t  baignant dans l a  glace,  on i n t r o d u i t  un  l i t r e  de méthanol 

'anhydre dans l eque l  on plonge un tube  de v e r r e  r e l i é  au BF3. Quand 125 g de 

BF3 sont  dissous dans l e  méthanol l e  r é a c t i f  e s t  p r ê t .  Il e s t  cependant néces- 

s a i r e  de prendre quelques précautions.  

- n ' i n t r o d u i r e  l e  tube de v e r r e  dans l e  méthanol que l o r s -  
que l e  BF3 se  dégage d é j à  e t  l ' e n  s o r t i r  avant  d ' a r r ê t e r  l e  dégagement du BF3 ; 

- r é g l e r  l e  débi t  du gaz de t e l l e  s o r t e  que l e s  vapeurs 
blanches de BF3 ne s 'échappent pas du f lacon contenant l e  méthanol ; 

- préparer  ce r é a c t i f  sous une ho t t e  e f f i c a c e  ; 

C e  r é a c t i f  e s t  d ' e x c e l l e n t e  conservation à l a  température 

de +hoc dans un f lacon bouché hermétiquement. 

- METHYLATION DES ACIDES GRAS LIBRES 

Le rés idu  d ' ac ides  g r a s  l i b r e s  obtenus ap rès  saponif ica-  

t i o n  e s t  addit ionné de 3 m i l l i l i t r e s  de r é a c t i f  au  BF3 méthanol ( 3  m i l l i l i t r e s  

sont  nécessa i res  pour i 5 O  milligrammes d ' a c i d e s  gras  l i b r e s ) .  

Après 20 minutes au bain-marie b o u i l l a n t ,  l a  r é a c t i o n  e s t  

t o t a l e  e t  l e s  e s t e r s  méthyliques d ' ac ides  g r a s  sont  e x t r a i t s  pour l ' a n a l y s e  

par  chromatographie en phase gazeuse. La so lu t ion  e s t  t r ans fé rde  dans une am- 

poule à décanter  avec 20 m i l l i l i t r e s  d ' eau  d i s t i l l é e  e t  30 m i l l i l i t r e s  d ' é t h e r  

de p é t r o l e  30'-60'. Après a g i t a t i o n  vigoureuse e t  décantat ion,  l a  phase supé- 

r i e u r e  é thé rée  e s t  r e c u e i l l i e  e t  f i l t r é e  s u r  papier  a f i n  d 'é l iminer  t o u t e  

t r a c e  d 'eau.  Les e s t e r s  méthyliques évaporés à sec sous vide à 30°C, sont  re-  

p r i s  par  une t r è s  f a i b l e  quan t i t é  d'hexane pur e t  sont p r ê t s  à ê t r e  chroma- 

tographiés.  

Pour l ' a n a l y s e  de ces  e s t e r s  méthyliques, deux types  de 

colonnes sont  en généra l  u t i l i s é e s  : p o l a i r e s  e t  non po la i r e s .  



METHODE B 

1 - EXTRACTION 
Après hydrolyse se lon  l e  pro tocole  d é c r i t  ( c f .  f i c h e 2 7 )  

l e s  ac ides  g ra s  l i b é r é s  ne sont  que p a r t i e l l e m e n t  e s t é r i f i é s .  I ls  sont  donc 

e x t r a i t s  sé lec t ivement  par  3 f o i s  3 Ki. de n-hexane en vue de s u b i r  une t r a n s -  

e s t é r i f i c a t i o n .  

2 - TMSESTERIFICATION 

Les ac ides  g r a s  contenus dans l e  n-hexane sont  évaporés 

à sec ,  e t  r e p r i s  e n s u i t e  par  3 m l  de méthanol addi t ionnés  de 10 g o u t t e s  d ' ac i -  

de su l fu r ique  concent ré .  

La t ransméthyla t ion  s e  déroule  à 70°C pendant 2 heures.  

 près re f ro id i s semen t ,  l e s  e s t e r s  méthyliques d ' a c i d e s  

gras  sont  t r ansvasés  dans une ampoule à décanter  avec 3 m l  d 'heptane  e t  3 ml. 

d 'eau  d i s t i l l é e .  Après a g i t a t i o n  e t  déphasage, l a  phase supé r i eu re  heptanoique 

est f i l t r é e  sur s u l f a t e  de sodium anhydre, p u i s  évaporée. Les e s t e r s  méthyli-  

ques son t  r e p r i s  par 50 pi de chloroforme en vue d'une p u r i f i c a t i o n  sur g e l  

de s i l i c e .  

3 - PURIFICATION DES ESTERS METHYLIQUES 

La t ransméthyla t ion  n ' é t a n t  jamais complète,  un f a i b l e  

pourcentage d ' a c i d e s  g ra s  ne sont  pas  méthylés p u i s q u ' i l  s ' a g i t  d ' u ?  é q u i l i b r e ,  

il e s t  donc ind ispensable  d ' é l imine r  c e s  cociposants a i n s i  que l e s  éven tue l s  

contaninant  s provenant des  so lvan t s  u t i l i s é s .  Pour ce s  r a i s o n s ,  il convient 

de p u r i f i e r  l e s  e s t e r s  méthyliques par  chromatographie s u r  couche mince. 

Les e s t e r s  méthyliques en so lu t ion  dans l e  chloroforme 

sont  déposés s u r  des  plaques de g e l  de s i l i c e  G a c t i v é e s  10 minutes  à 1 1 0 ~ C .  

Le solvant  de migra t ion  e s t  l e  benzène. 

Après migra t ion ,  l e s  f r a c t i o n s  sont  r é v é l é e s  p a r  pu lvér i -  

s a t ion  d 'une s o l u t i o n  de Rhodamine 6 G .  Le spot  correspondant aux e s t e r s  méthy- 

l i q u e s  repéré  grâce  à l ' u t i l i s a t i o n  de témoins e s t  g r a t t é .  Le g e l  de  s i l i c e  

e s t  déposé dans une p e t i t e  colonne à chromatographie dont l ' e x t r é m i t é  i n f é r i e u r e  

e s t  ga rn i e  de l a i n e  de ve r r e .  

Après évapora t ion ,  l e s  e s t e r s  sont  r e p r i s  p a r  l e  s d f u r e  de 

carbone e t  ana lysés  p a r  chromatographie gaz-l iquide.  



FICHE 19 ; COUPLAGE DES DIVERSES TECHNIQUES ET PROTOCOLE 
DE PUXFICATION DES GLYCOSPHINWLIPIDES. 

KARLSSON K.A. e t  colZ. 
Biochim. Biaphys. A c t a ,  1973, 316, 317-335 (T 30)  

Afin d ' o b t e n i r  chaque c l a s s e  de g lycosphingol ip ides ,  c ' e s t  à 

d i r e  Cer, MGCer, DGCer, TGCer e t  TrGCer, nous avons s u i v i  l e  p ro toco le  pré- 

s e n t é  t ab l eau  

Ce pro tocole  préconisé p a r  KARLSSON, 1973 (~30) correspond 

aux séquences su ivan te s  : 

- e x t r a c t i o n  des l i p i d e s  to taux  ( f i c h e  2 0 )  

- hydrolyse des  l i p i d e s  t o t aux  e t  ob ten t ion  des GSL t o t a u x  ( f i c h e  21)  

- p u r i f i c a t i o n  des GSL t o t a u x  p a r  chromatographie d ' adso rp t ion  sur colonne 

d 'ac ide  s i l i c i q u e  ( f i c h e  22) 

- fractionnement des GSL to t aux  en GSL neu t r e s  e t  ac ides  ( f i c h e  2 3 )  

- fractionnement des GSL neu t r e s  en Cer, MGCer, DGCer, TGCer e t  TrGCer 

( f i c h e  24) 

- p u r i f i c a t i o n  des  Cer, MGCer, DGCer, TGCer e t  TrGCer pa r  chromatographie 

p répa ra t ive  s u r  couche mince ( f i c h e  25) 



FICKE 20 : EXTRACTION DES LIPIDES TOTAUX POUR L'ETUDE DES GLYCO- 
SPHIflGOLIPIDES 

d'après FOLCH J .  e t  coZZ. 
J .  BioZ. C'hem., 1957, 228, 497-509 (T17)  
rnodifiee KARLSSON K. A'. e t  co 22. -Biochim. Biophys. Acta,  1973, 
316, 317-335 (T30) 

INTRODUCTION 

Selon l a  technique préconisée  p a r  FOLCH ( 1951-1957, T33-T17) l e s  or- 

ganes sont  broyés mécaniquement dans l e  mélange chloroforme - méthanol ( 2  : 1 

- ~ / v ) .  Le méthanol déna ture  l e s  p ro t é ines  e t  l e  chloroforme f a v o r i s e  l a  mise 

en s o l u t i o n  des l i p i d e s  to taux .  Après a d d i t i o n  d 'eau  e t  a g i t a t i o n ,  on o b t i e n t  

un déphasage avec passage dans l a  phase hydro-alcoolique supé r i eu re  des subs- 

tances  hydrosolubles ,  l a  phase i n f é r i e u r e  chloroformique renferme l e s  l i p i d e s  

to taux .  

Cependant, ce  procédé d ' e x t r a c t i o n  des l i p i d e s  t o t a u x  e s t  un f a c t e u r  

l i m i t a n t  dans l ' é t u d e  des g lycosphingol ip ides  (GSL). 

Il  f a u t ,  semble- t- i l ,  a t t r i b u e r  aux e x t r a c t i o n s  incomplètes l e s  

discordances en t r e  l e s  r é s u l t a t s  concernant l a  corilposition en GSL du r e i n  

(XARLSSOR, 1 9 7 3 ( ~ 3 0 )  ) , l e s  condi t ions  t r o p  douces d '  e x t r a c t i o n ,  d é c r i t e s  pa r  

CARTER e t  COU., 1969 ( ~ 3 2 )  ne condui ra ien t  pas  à une l i b é r a t i o n  q u a n t i t a t i v e  

de l 'ensemble des GSL. Les phytosphingol ip ides  sont  pa r t i cu l i è r emen t  d i f f i -  

c i l e s  à e x t r a i r e  e t  ne  l e  sont  que l o r s  d e s  de rn i è re s  honogén6isations.  

Les d i f f é r e n t e s  techniques d ' e x t r a c t i o n  proposées dé r iven t  de c e l l e s  

de FOLCH ( 1951 - 1957 ( ~ 3 3 - ~ 1 7 ) ) .  

En e f f e t ,  l e  me i l l eu r  agent d ' e x t r a c t i o n  (POLONOVSKI e t  c o l l . ,  1959 

(~34)) r e s t e  l e  mélange C H C l  -CH OH)  dans l e s  propor t ions  2:  1 ( v / v ) .  Senles  
l 3 2 

l e s  condi t ions  de température v a r i e n t .  

A f i n  d ' o b t e n i r  une e x t r a c t i o n  complète des GSL,nous avons donc pro- 

cédé de l a  manière su ivante .  



MATERIEL ET METHODES 

1 - REACTIFS 
- so lvan t  d ' e x t r a c t i o n  1 : chloroforme - méthanol ( 2  : 1 ,  v /v)  ; 

- so lvan t  d ' e x t r a c t i o n  II: chloroforme - méthanol ( 1  : 1 ,  v / v )  ; 

- s o l u t i o n  N a C l  à 9 g / l  ; 

- s o l u t i o n  de lavage : 
......... .chloroforme.. 3 volumes 

.méthanol.. ........... .47 volumes 

. N a C 1  9 2 .  ............ .48 volumes 

Le ma té r i e l  (20  g de s t y l e s  ou 1 g  de p o l l e n )  provenant des  d i v e r s  

c lônes  e t  croisements e s t  homogénéisé à 1 ' a i d e  d '  un homogénéisateur Waring 

Blendor dans l e  solvant  d ' e x t r a c t i o n  1, à r a i s o n  de 20 m l  de solvant  p a r  gram- 

me de  t i s s u ,  pendant 20 minut es .  

Après deux heu res  de con tac t  à l a  tempéra ture  du l a b o r a t o i r e ,  l ' e x -  

t r a i t  e s t  f i l t r é  e t  l e  r é s i d u  e s t  homogénéisé à 4 r e p r i s e s  à l ' a i d e  d 'un  appa- 

r e i l  de P o t t e r ,  dans l e  so lvan t  d ' e x t r a c t i o n  1, à r a i s o n  de 10 m l  de so lvant  

p a r  gramme de t i s s u .  Après f i l t r a t i o n ,  l e  r é s i d u  sec  e s t  chauffé  à r e f l u x  pen- 

dant une heure dans l e  so lvan t  II. 

Les d i v e r s  ~ ~ n a g e a n t s  organiques sont  r éun i s  e t  soumis à un pa r t a -  

ge se lon  l a  technique de FOLCH par  a d d i t i o n  de 1 volume d'une s o l u t i o n  de NaCl 

à 9 % pour 5 volumes de s o l v a n t .  Après déphasage, une n u i t  à +bOc, e t  élimina- 

t i o n  d e l a  phase supé r i eu re ,  l a  phase i n f é r i e u r e  chloroformiqile e s t  l avée  pa r  l a  

s o l u t i o n  C H C l  -CH OH-NaC1 9 % 3 : 47 : 43 ( v / v / v ) .  
3 3 

La  phase i n f é r i e u r e  contenant  l e s  l i p i d e s  t o t a u x  e s t  évaporée à sec .  

Les l i p i d e s  s o n t  e n s u i t e  r e p r i s  dans un p e t i t  volume de so lvant  1 

e t  conservé; à -2C°C scus atrr.ozp5ère d ' azo te .  

Deux e x t r a c t i o n s  ont é t é  r é a l i s é e s  pour chaque type  de t i s s u  en 

fonc t ion  du génotype e t  de l a  p o l l i n i s a t i o n  incompatible e t  compatible. Le 

p ro toco le  d ' e x t r a c t i o n  u t i l i s é  e s t  schématisé c i -cont re  ( t a b l e a u  1 1). 



~ 6 4  

TABLEAU 11 : PROTOCOLE D ' EXTRACTION 

. 
STYLES 

TISSUS < 
POLLENS 

1 

EXTRACTION 15 mn au  Waring 
Blendor  d a n s  CHC13-CH30H ( 2  : 1 )  

I 
2 h  

t0 ambiante  

I BOMOGENEISATIONS 
a u  Potter d a n s  . . 

c B C ~ ~ - C H ~ O A  ( 2  : 1) 

SURNAGEANT 2 

LAVAGE 
PHASE SUP. 2 

I LIPIDES TOTAUX 



FICHE 21 : HYDROLYSE ALCALINE DOUCE. OBTENTION DES GLYCOSPHn\rWLIPIDES 

KARLSSON K. A. e t  al. 
Bioch im .  B i o p h y s .  A c t a ,  1973 ,  31 6, 31 7-335 (T30 )  

INTRODUCTION 

Les GSL c o n s t i t u e n t  une c l a s s e  de l i p i d e s  a l c a l i - r é s i s t a n t s .  Les 

glycérophosphat ides  seront  d é t r u i t s  pa r  une sapon i f i ca t ion .  

Le p ro toco le  opé ra to i r e  comporte : 

- une é tape  d 'hydro lyse  a l c a l i n e  ; 

- l ' a r r ê t  de c e t t e  hydrolyse pa r  n e u t r a l i s a t i o n  de l ' a g e n t  a l c a l i n  e t  a c i d i f i -  
c a t i o n  du mi l i eu  jusqu 'à  un pH compris e n t r e  2 e t  5 ; 

- e x t r a c t i o n  des GSL pa r  pa r t age  e t  é l imina t ion  s imultanée des  molécules e t  
s e l s  hydrosolubles  ; 

- récupéra t ion  de l a  phase organique contenant  l e s  GSL to t aux .  

Nous avons u t i l i s é  l a  technique  de SCHMIDT modifiée p a r  KARLSSON 

(1973 ( ~ 3 0 ) )  qu i  a s s u r e  une hydrolyse complète e t  une oxydation minimale. 

M A T E R I E L  ET METHODES 

1 - REACTIFS 

- agent  d 'hydrolyse : KOH 0 , l  M dans du méthanol aqueux ( C H  OH - H20, 9 : 1 ,  
3 

v/v) ; 

2 - HYDROLYSE ALCALINE DOUCE ( t a b l e a u  1 2 ) .  

Un gramme de l i p i d e s  t o t aux  son t  r e p r i s  dans 100 ml d ' agen t  hydro- 

lysamt. L'hydrolyse s e  pour su i t  en atmosphère d ' a z o t e ,  à l ' o b s c u r i t é  sous agi-  

t a t i o n  magnétique e t  à l a  température du l a b o r a t o i r e  pendant 18 heures .  

L ' add i t i on  de C H C l  e t  dlHgO jusqu 'à  des  concent ra t ions  f i n a l e s  en 
3 

CHC13 - CH OH - H O de 8,4,3 perne t  l e  déphasage se lon  l a  technique  de FOLCH 3 2 



TABLEAL 12 : O B T E N T I O N  DES G L Y C O S P H I N G O L I P  I D E S  TOTAUX 

L I P I D E S  TOTAUX 

HYDROLYSE A L C A L I N E  
DOUCE 

KOH 0 , l  N dans  C H 3 0 H - H 2 0  ( 9 :  1 )  

1 2  h -sous a z o t e - à  l ' o b s c u r i t é -  
e t  à t e m p é r a t u r e  ambiante 

I 
A R R E T  D E  LA R E A C T I O N  

a d d i t i o n  d ' H C 1  2M 
1 4 

'I 
DEPHASAGE 

a d d i t i o n  de  C X 1 3  e t  de 
H 2 0  j u squ  ' aux concen t ra -  
t i o n s  f i n a l e s  

C H C l  C H 3 0 H  H20 ( 3 : 4 : 3 )  

i 
3 

I 

P H A S E  S U P E R I E U F E  P9AÇE I N F E R I 2 L R Z  

G S L  TOTAUX 
+ 

I P R O D U I T S  DC, 

. . . .  D L G R H ~ ~ A ~ L O X  

,'*, . A ! t l  , 
! ,,,,: 
' ---' 



( 1 9 5 7 ~ ~ 1 7 ) .  Après élimination de la phase supérieure hydro-alcoolique, la phase 

inférieure contenant les GSL totaux est évaporée à sec. Les GSL sont repris 

par le mélange solvant C H C l  - CH30H 2 : 1, v/v et sont conservés à -20°C 3 
sous atmosphère d'azote. 

Une partie aliquote de la phase supérieure est soumise à une ana- 

lyse par chromatographie en couche mince afin de vérifier l'absence de GSL 

dans cette phase. 



FICHE 22 : CHROMATOGRAPHIE D 'ADSORPTION SUR COLONNE D 'ACIDE 
SILICIQUE. PURIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES. 

KARLSSON K.A. e t  al. 
Biochirn. B iophys .  A c t a ,  1973,  316, 336-362 ( T 3 5 )  

Les GSL obtenus après hydrolyse alcaline douce sont purifiés 

par chromatographie sur colonne d'acide silicique équilibrée en CHCl La 
3' 

charge est de 100 mg de lipides/gramme d'acide silicique et le volume éluant 

de 10 m l  de solvant par gramme d'acide silicique. La vitesse d'élution de 

3 ml/mn. L'élution est obtenue par passage successif de : 

- CilC13 (soit 200 ml) ; 

- CHC13-CH30H, 113 (v/v) (200 m l )  ; 

- CHsOH (200 ml). 

Trois fractions A, B et C sont obtenues respectivement. La pre- 

mière fraction A contient les acides gras, le cholestérol et quelques pigments. 

Les GSL sont glués successivement au niveau des fractions B et C. 

Le schéma d'élution des GSL est présenté tableau 13 ; la figure 14 rapporte 

l'enalyse par chromtograpnie en couche mince des fractions A, B, C. 



GSL 
neutres 

équilibré en chloroforme 



FIGURE 14 : ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE 
D5S FRACTIONS AIBtC SCPARCES SUR COLONNE 
D ACIDE SZLICIQUE, 

- 
c,iir ACIDE SlI.ICIQ?JE der 1 

PI' 
-ma 

FA : f rac t lor .  A 

7,:: : i é r t h i n ^  h;.irolys6c partiel.lenent par 1-2 rf ac t i f '  ~lczl in 

PI:: : phosphat iàyl- inosi to l  hydrolysg p a r t i e l l e m n t  

\ \ L I i i i  PE:: : ph~spha t i3~1-é thano lmine  hydrolys6e pa r t i e l l emen t  
- - - -- --- -- - - - -- Fi3 : f r a c t i o n  B - . - 

- - -  .. 



FICHE 2 3 : CHROMITOGRAPHIE D ECBANGE IONIQUE SUR COLONNE DE 
DEAE CELLULOSE. FRACTIONNEMENT DES GSL NEUTRES ET 
ACIDES. 

KARLSSON K.A. e t  a l .  
Biochim. Biophys. Acta, 1973, 316, 317-335 (T30) 

ROUSER G. e t  a l . ,  1967 
Lipid chromatographie analysis ,  DEmR i n c  NY vol. 1, 99-162 (T25 ) 

INTRODUCTION 

La sépa ra t ion  des l i p i d e s  p a r  chromatographie d'échanges ion i -  

que e s t  basée s u r  l ' échange  de groupements ion iques .  Cependant, des d i f f é r e n c e s  

de p o l a r i t é  dûes à des  groupements non i o n i s é s  comme l e s  groupes hydroxyls  peu- 

vent  également i n t e r v e n i r .  

Tro is  grands groupes de l i p i d e s  s o n t  généralement s é p a r é s  : 

- l e s  l i p i d e s  non i o n i s é s  : neut res  ; 

- l e s  l i p i d e s  zwi t t e r ion iques  ; 

- l e s  l i p i d e s  ac ides .  

Chacun de ces  t r o i s  groupes, peu t  ê t r e  f r ac t ionné  en fonc t ion  de 

l a  d i f f é r ence  de p o l a r i t é  e t / o u  d ' a c i d i t é .  

Deux types  de support pour l a  chromatographie d'échange ionique 

sont  poss ib l e s  : l a  DEAE c e l l u l o s e  ( =  diéthylaminoéthyl-cellulose) e t  l a  TEAE 

c e l l u l o s e  ( =  tridthylamin~éth~l-cellulose). La première e s t  généralement u t i -  

l i s é e  pour l a  s épa ra t ion  des l i p i d e s  en c l a s s e s ,  t a n d i s  que l a  seconde permettra  

l a  s épa ra t ion  des l i p i d e s  ne possédant que des groupements carboxyls comme s e u l s  

groupements i o n i s é s  ( ex  : l e s  ac ides  b i l i a i r e s  e t  l e s  gang l io s ides ) .  



MATERIEL  E T  METHODES 

1 - PREPARATION DE LA DEAE SELON KARAN-LESTER ( 1975, ~ 3 6  

La DEAE cel lu lose  (DE 11 Whatman) de haute capaci té  d'échange 

e s t  mise à gonfler dans l ' e au  d i s t i l l é e .  Après deux lavages à l ' e a u  d i s t i l l é e  

e t  élimination des pa r t i cu les  t r o p  f i ne s ,  l a  DEAE ce l lu lose  e s t  mise en contact 

avec de l a  soude 5 % pendant 30 mn (60 g DME - 360 m l  de NaOH à 5 $1, puis 

e l l e  e s t  lavée par passage d'eau d i s t i l l é e  jusqu'à obtention de l a  neu t r a l i t é .  

La DEAE cel lu lose  e s t  ensuite convertie sous forme acé ta te  par un contact de 

30 minutes avec CH -COOH à 10 %. L'excès d 'ac ide  e s t  éliminé par  lavage à 3 
l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  au méthanol. La DEAE ce l lu lose  e s t  a l o r s  équ i l ib rée  dans l e  

mélange solvant C H C l  - C H  OH dans l e s  proportions 2/  1 (v /v )  . 
3 3 

2 - MONTAGE DE LA COLONNE 

On u t i l i s e  une colonne à chromatographie de 1,5 cm de diamètre 

e t  60 cm de haut munie d'un robinet  en t é f l o n  dans l e  bas, d'une t ê t e  rodée pour 

l 'adduction de l ' a zo t e .  
$4 

Le mélange de DEAE-cellulose e t  de CHC13/CH 3 OH e s t  versé dans 

l a  colonne jusqu'à l ' ob ten t ion  d'une colonne de 20 cm 2 3 cm de haut. E l l e  e s t  

équil ibrée par passage de 200 m i  de solvant CHC13-CH30H 2/ 1 .  

3 - DEPOT DE L'ECHANTILLON 

L'échanti l lon e s t  r epr i s  dans 5 m l  de solvant C H C l  3 -CH30H 211 

(v/v)  e t  déposé à l a  pa r t i e  supérieure de l a  colcnne. 

4 - ELUTION : PURIFICATION DES GSL NEUTRES ET ACIDES (SELON 
KARLSSON e t  a l . ,  1973 ( ~ 3 5 ) )  

Les glÿcosphingolipides to taux  pu r i f i é s  sont soumis à un frac- 

tionnement par chromatographie d ' échanges ioniques sur  colonne de DEAE ce l lu lose  

équi l ibrée  en C H C l  -CH OH, 2/1, v/v. 
3 3 

La charge e s t  de 50 mg de l i p i d e s / g r m e  de DEAE cel lu lose .  

L 'é lu t ion e s t  assurée par  l e  passage successif de : 

1 - CHC1yCH30H, 2/1 (v/v) à ra i son  de 100 ml par gramme de ce l l u lo se  ; 
- 2 - CH OH contenant 5 $ de LiCl à raison de 25 ml par gramme de cel lu lose .  - 

-- 3 



Deux f r a c t i o n s  D e t  E sont obtenues respectivement ( t a b l e a u  13), 

l a  première f r ac t ion  D con t i en t  l e s  GSL neutres .  Les GSL acides sont  glués au 

niveau de l a  f r a c t i o n  E. Afin d 'él iminer l e  LiCl contenu dans l e  so lvan t ,  l a  

f r a c t i o n  E e s t  mise à d i a l y s e r  4 jours contre de l ' e a u  d i s t i l l é e .  Les GSL aci -  

des,  contenus dans l a  phase i n f é r i e u r e  après déphasage, sont r e c u e i l l i s  e t  

évaporés à sec sous vide e t  l e  r é s idu  r e p r i s  p a r  l e  mélange C H C l  -CH OH 2/1, 
3 3 

v/v. 



FICHE 24 : CHROMTOGRAPHIF D 'ADSORPTION SUR COLONNE D 'ACIDE 
SILICIQUE. . 

KARLSSON K.A. 
B i o c h i m .  B i o p h y s .  Acta, 1973 ,  31  6 ,  31  7-335 ( T 3 0 ) .  

Les GSL neutres totaux sont fractionnés par chromatographie d'ad- 

sorption sur colonne d'acide silicique équilibrée en CHCl selon les conditions 3 
suivantes : 

- charge de la colonne : 10 à 25 mg de lipides par gramme d'acide silicique ; 

- volume gluant de chaque fraction : 20 ml/g d'acide silicique ; 
- vitesse d'élution : 2 ml/mn. 

L'élution est réalisée en augmentant la polarité du mélange 

gluant par des quantités croissantes de CH OH. 
3 

Cinq fractions sont ainsi recueillies : 

- la fraction FI  éïuée par le mélange CHCL~/CH OH dans les proportions : 9812 v/v 
3 - 

- la fraction F2 " 
II Il Il II I I : 92/8 V/V 

- la fraction F3 " 
II II Il II Il : 85/15 V/V 

- la fraction ~4 " II 11 II 1 I 11 
: 45/55 v/v 

- la fraction F5 " 
11 I !  11 II Il : C)/IOOv/v 

Le scnéma d'élution est présen15 tableau 13 ; la figure :5 

rapporte les résultats de la cnromatographie t couc'ne mince des 5 frzctions. 

Elles correspondent : fraction 1 ( F I )  principale~ent aux cérzmides et mono- 

glycosylcéramides ; fraction 2 ( ~ 2 )  au mono et diglycosylcéramides ; fraction 3 

( ~ 3 )  en majeure partie aux di et tri-glycosylcér3mides ; fraction 4 ( ~ 4 )  en 
majeure partie aux tétroglycos;~.lcéramides ; fraction 5 ( ~ 5 )  à des lipides très 

polaires con identifiés. 



FIGURE 15 : ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES 

FRACTIONS FI, ~ 2 ,  f3, ~4 E T  F 5  SÉPARÉES SUR 

COLONNE D'ACIDE SI LICIQUE, 

0 1  1 Gr MGCer DGCer TGCer TrGCer P!grnenh 



FICHE 25 : PURIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES PAR CHRO- 
MATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

Les GSL obtenus au n iveau  des f r a c t i o n s  : 

FD = GSL neu t r e s  + pigments 

FI = Céramides + ( M G C ~ ~ )  

F2 = (MGCer) + DGCer 

F3 = DGCer + TGCer 

F4 = ( ~ G c e r )  - TRGCer 

F5 = TGCer - TRGCer - l i p i d e s  p o l a i r e s  

n é c e s s i t e n t  une é t a p e  supplémentaire de p u r i f i c a t i o n  par  chromatographie pré- 

p a r a t i v e  s u r  couche mince en g e l  de s i l i c e  a f i n  d ' o b t e n i r  chaque c l a s s e  de 

GSL à l ' é t a t  pur .  

Les f r a c t i o n s  correspondant aux d i v e r s  GSL n e u t r e s  e t  ac ides  

sont  évaporées à s e c ,  r e p r i s e s  dans 100 u l  - 200 p l  de CH20H - CHC13 (1 /2  v/v)  

pu i s  déposées dans l e u r  t o t a l i t é  SUP des  plaques de g e l  de s i l i c e  a c t i v é e s  

30 minutes à 120°C ( v o i r  f i c h e  17) .  

La migrat ion e t  l a  s épa ra t ion  des GSL sont  a s su rées  pa r  l e  

so lvant  C H C l  - CH OH - HpO (65-25-4 ( v / v / v ) ) .  L1emplaceÿ.ent des  t aches  e s t  ré- 3 3 
vé l é  p a r  p u l v i r i s a t i o n  d'une s o l u t i o n  de Rhodamine 6G e t  l e c t u r e  des plaques 

en f luo rescence , a f in  de ne pas  modi f ie r  l a  s t r u c t u r e  des ac ides  g r a s  contenus 

dans l e s  d ivers  GSL. 

 près séchage des p laques ,  l e s  taches  correspondant aux d i v e r s  

GSL (Cer  - MGCer - DGCer, e t c . .  . )  sont  g r a t t i e s  e t  i n t r o d c i t e s  dans de p e t i t e s  

ampoules à décanter .  fiprès a d d i t i o n  de C H C l  ( 5  ai) e t  de CH OH ( 5 ml) I 'klu- 3 3 
t i o n  des  GSL s e  f a i t  par  a g i t a t i o n  vigoureuse pendant 10 minutes .  

L 'addi t ion  de 4,5 n d  d ' eau  d i s t i l l é e  e t  l ' a g i t a t i o n  pendant 

,me minute 7ermet ten t  l e  déphasage qu i  e s t  t o t a l  ap rè s  18 heures  à +!+OC. La 

phase i n f é r i e u r e  chlorcformique contenant  l e s  GSL e s t  r e c u e i l l i e  e t  évaporée 

sous azote .  



Le résidu sec r ep r i s  par  1 m i  de mélange solvant C H C l  - CH30H 3 
2 / 1  (v/v) e s t  gardé sous atmosphère d 'azote à -20°C en tubes s ce l l é s .  

La pureté des f rac t ions  l ip idiques  e s t  t e s t é e  par  chromato- 

graphie analytique en couche mince ( f i che  technique no 25 ) , d'une p a r t i e  

al iquote.  



FICHE 2 6 : DOSAGE FLUORINETRIQUE DES GLYCOSPHIIVWLIPIDES 
. . 

NAOI M. e t  a l .  
AnaZyt icaZ biochem., 1974, 58, 571-577 (T 37) 

INTRODUCTION 

Les GSL forment une c l a s s e  de l i p i d e s  complexes c a r a c t é r i s é s  

p a r  l a  présence de N-acyl-sphingosine, l i é e  s o i t  à des  hexoses ( GSL n e u t r e s )  ou 

à des  hexoses s u l f a t e s  ( s u l f a t i d e s )  ou à des  o l igosaccha r ides  contenant  de i ' a c i -  

de s i a l i q u e  (gang l io s ides  ) ou e n f i n  à l a  pho sphocholine ( sphingornyéline) . 

Seu l s  l e s  dosages de l a  sphingosine e t  des  bases homologues 

permettent  d ' éva lue r  l a  t eneu r  en GSL d 'un t i s s u .  En e f f e t ,  s i  l e s  d i v e r s  subs- 

t i t u a n t ~  de l a  base peuvent e x i s t e r  à des  concen t r a t ions  v a r i a b l e s  se lon  l e s  GSL, 

une seu le  molécule de sphingosine pa r  molécule de sphingol ip ide  e s t  p r é s e n t e  chez 

tous  l e s  GSL connus. - 

La  technique u t i l i s é e  e s t  c e l l e  préconisée p a r  NA01 ( 1 9 7 4 , ~ 3 7 )  

quand l e s  GSL peuvent conkenir des  hexosamines ou céder  des amines p r ima i r e s  

hydrosolubles.  

La sghingosine,  l i b é r é e  p a r  hydrolyse ac ide  des GSL e s t  ex- 

t r a i t e  du mi l ieu  aqueux pa r  l e  d i é thy l - é the r ,  p u i s  en présence de fluorescamine 

donne un complexe f l u o r e s c e n t ,  dont l ' i n t e n s i t é  de f luorescence  e s t  p ropor t ionnel -  

l e  à l a  quan t i t é  de sphingosine l i b é r é e .  

M A T E R I E L  ET METHODES 

1 - REACTIFS 
- agent  d 'hydrolyse H C 1  N en méthanol aqueux ( C H  OH - H O : 82-18 v/v) ; 3 2 
- NaOH 211 ; 

- tampon bo ra t e  de sodium 0,2 M de pH 8,0 ; 

- d ié thy l - é the r  ; 

- dié thyl -é ther  contenant  0,015 % de f luorescamine ( ~ l u r a m  des  Labora to i r e s  
Roche) . 



F I G U R E  1 6  

COURBE D'ÉTALONNAGE DES DOSAGES FLUORIbIETRlrZUES 

fluorescence , 

absolue 

nm/g de tissu 



FIGURE 1 7  

SPECTRE DE FLUORESCENCE 

fluorescence 

A excitation 



2 - METHODE 

Les e x t r a i t s  de GSL (1-100 nanomoles) son t  chau f fé s  en 

tubes  v i s s é s  à 70°C pendant 18 heures  en présence de 0,5 m i  dlHC1 1 M en  

méthanol aqueux. 

Après re f ro id issement  s u r  g l ace ,  l ' hyd ro lyse  e s t  a r r ê t é e  

pa r  add i t i on  de 0,25 m l  de NaOH 2N e t  0,75 ml de tampon bo ra t e  O,2 M de pH 8,0. 

Pu i s ,  1,5 ml de d i é thy l - é the r  sont  a j o u t é s  a i n s i  que 0 ,5  m i  

de d i é thy l - é the r  contenant 0,015 % de f luorescamine.  

Après a g i t a t i o n  vigoureuse sur Vortex e t  déphasage, l a  pha- 

s e  é t h é r é e  supér ieure  e s t  p ré levée .  L ' i n t e n s i t é  de l a  f luorescence e s t  appré- 

c i é e  s u r  spec t ro f luo r imè t r e  Zeiss  pour une longueur  d'onde d ' e x c i t a t i o n  de 

385 nm e t  une longueur d'onde d 'émission de 480 nm. 

Les s p e c t r e s  d 'émission e t  d ' e x c i t a t i o n ,  a i n s i  que l a  l i n é a -  

r i t é  de  l a  courbe é t a l o n  o n t  é t é  v é r i f i é s  e t  sont  p ré sen té s  respectivement 

f i g u r e  16 e t  f i g u r e  17. 

Les r é s u l t a t s  sont  exprimés e n  nanomoles de GSL/g d e  

t i s s u .  

Quatre dosages ont  é t é  r é a l i s é s  pour chaque t y p e  de  t i s s u  

en fonc t ion  du génotype e t  du type de p o l l i n i s a t i o n .  



FICHE 27 : HYDROLYSE ACIDE DES GLYCOSPHINWLIPIDES 

GAmR R. G. e t  ShZELEY C. C. 
J .  Amer. o i l  Chem. Soc. ,  1965, 42, 294-298 (T 38) 

INTRODUCTION 

Divers types de r é a c t i f s  acides peuvent assure r  l a  destruc- 

t i on  des glycosphingolipides e t  l i b é r e r  quantitativement l e s  bases, oses e t  ac i -  

des gras. 

La présence d'eau dans l e  r é ac t i f  d'hydrolyse augmente l e  

rendement de ce t t e  hydrolyse. 

Ainsi nous avons p ré fé ré  l a  technique préconisée par GAVER 

e t  SWEELEY ( 1965, ~ 3 8 )  car  e l l e  l i b è r e  l a  t o t a l i t é  des bases e t  minimise l a  

production d ' a r t é f ac t s  indési rables  t e l l e s  l a  formation de 3-0 méthylsphingo- 

s ine  e t  c e l l e  de l a  5-O-méthyl A 3  sphingosine. 

MATERIEL  E T  METHODES 

1 - REACTIF D'HYDROLYSE 

Solution d 'ac ide  chlorhydrique dans du méthanol aqueux, 

préparé comme s u i t  : 

............... - H C 1  concentré 8 , 6  m i  
............. - Eau d i s t i l l é e . .  9,4 ml 

- Méthanol .................... 100 ml qsp 

Obtention d'une solut ion H C 1  1M contenant 10 M dl eau. 

2 - PROTOCOLE: OPERATQIRE: 

Deux mg da G;-iL sont repris par 1 aï du &actif 8' hy621~lyse. 

L' hyd~o2gae \;e fait à 70°C pendant ? 8 4% 23 heures saas atm 3 g S r d  8' c4zate, 

Au te= de l'&&r(3.1yses Iss 6cbwtfil~ns sanit refroidLs 

les aa ïgaea  ult6ritrwres par ehromratographie en pirtascr gazeuse. 



FICHE 28 : DOSAGE COLORZMETRIQUE DE LA SPHINWSINE ET 
DES BASES A LONGUES CHAINES 

SWEELEY C. C. e t  MOSCATELLI E. A. 
J .  L i p i d  Res., 1960, 1, 40 ( T  39). 

PRINCIPE 

Cet t e  méthode de dosage e s t  basée s u r  l ' e x t r a c t i o n  s é l e c t i v e  

de l a  sphingosine p a r  l e  chloroforme à p a r t i r  d 'un hydrolysat  a c i d e ,  s u i v i e  du 

dosage de l ' a z o t e  contenu dans l e s  molécules.  

REACTI FS 

2)  Chloroforme r e d i s t i l l é  

3) Méthanol r e d i s t i l l é  

4 )  So lu t ion  s tandard  ( N H ~ ) ~ S O ~  0 , 5  mM. 

Cet te  s o l u t i o n  c o n t i e n t  66,05 mg de ( N H ~ ) ~ s o ~  par  l i t r e  s o i t  0 ,5  PM d ' azo te  

pa r  m l .  

5 )  Mélange de m i n é r a l i s a t i o n  : 
. K SO ................ 40 g  
. eau h i s t i l l é e . .  ..... .qsp 250 m.  

Ajouter  à c e t t e  s o l u t i o n  250 ml d ' ac ide  s u l f u r i q u e  concentré  e t  2  ml d'oxychlo- 

r u r e  de sélénium. 

6 )  Réac t i f  de Nessler 
. s o l u t i o n  s tock 

IK ................................ 174,5 g 
~g 1 ............................. 227,5 g  

.. eau $ o u i l l i e  débar rassée  du CO2. 100 m l  

Ajouter  à c e t t e  s o l u t i o n  une quan t i t é  de s o l u t i o n  de I K  2 10 % s a t u r é e  d ' i ode  

t e l l e  que l a  s o l u t i o n  v i r e  l é s r e m e n t  à l ' o r a n g e .  Compléter e n s u i t e  à 1 l i t r e  

avec de l ' e a u  d i s t i l l é e  b o u i l l i e  débar rassée  du gaz carbonique. 

- Solut.ion f i n a l e  : 

. - s o l u t i o n  s tock . . . . . . .  ................. 100 m l  

............. - N a  OH 8 N . . . . . . . . . . . . . . . .  250 m l  

- eau  b o u i l l i e  débar rassée  du CO 
2"""' qsp 500 ml_ 



MODE OPERATOIRE 

A - EXTRACTION SELECTIVE DES BLC (SWEELEY e t  MûSCATELLI, 
1960,. T39 

La l ibé ra t ion  quan t i t a t ive  des BLC e s t  obtenue pa r  hydrolyse 

acide des sphingolipides. Après évaporation à sec des échant i l lons  e t  addit ion 

de 0,5 m l  d'HC1 6N, l 'hydrolyse acide se poursuit  1 heure au bain-marie boui l lant .  

Les bases a i n s i  l ibé rées  sont ex t ra i t es  par addi t ion de 5 ml 

de mélange C H C l  /CH OH (2/1, v /v ) .  La couche infér ieure  chloroformique e s t  
3 3 

r ecue i l l i e  après une centrifugation de 10 minutes. 

Les bases res tantes  de l a  phase supérieure sont ex t r a i t e s  

par 2 fo i s  1 ml de mélange C H C 1 3 / ~ ~ 3 0 ~  (17/3, v /v) .  

Les diverses phases chloroformiques sont rassemblées, évapo- 

rées à sec pour ê t r e  soumises ensui te  à un dosage d'azote. 

B - DOSAGE DE L'AZOTE 

Le rés idu e s t  minéralisé en présence de su l f a t e  de potassium, 

d' acide sulfurique e t  de sélénium u t i l i s é  comme catalyseur. L'azote transformé 

en ion ammonium e s t  dosé par colorimétrie. 

L 1  échanti l lon contenant une quantité d 'azote toujours  infé- 

r i eure  à 1 uM e s t  évaporé à sec. Après addi t ion de 0 ,2  m l  du mélange de miné- 

r a l i s a t i on ,  chauffage pendant 3 heures sur  une rampe é lect r ique dans une f i o l e  

de Kjeldahl e t  refroidissement, une goutte d'eau oxygénée à 110 volumes e s t  

ajoutée e t  l e  mélange  e s t  porté à nouveau à ébul l i t ion  pendant une heure. 

La minéralisat ion de cpan t i t és  précises ,  de solut ions  standard 

à 0,125, 0,250, 0,500 e t  1 PM d'azote par m l  e t  un blanc r éac t i f  e s t  effectuée 

simultanément. 

Après refroidissement e t  addit ion de 3 ml d'eau e t  2,5 ml. de 

r éac t i f  de Nessler, l e s  f i o l e s  sont l a i s s ée s  30 minutes à l ' ob scu r i t é .  L?s varia- 

t ions  de DO sont enregis t rées  à 420 m. Grâce à une courbe étalon ( f i gu re  18) 

l e s  quanti tés d 'azote  contenues dans l ' é chan t i l l on  son-c déterminges. 



OJ25 0,25 1 d'azote par ml 



T86  

Cette méthode très sensible nécessite pour être significa- 

tive l'emploi d'une vaisselle très proore, d'une enceinte de travail totalement 

dépourvue d'moniac et d'amines volatiles. Il est de plus toujours conseillé 

d'associer à chaque dosage deux dosages sur des solutions étalons. 



FICHE 29 : ETUDE DE LA COMPOSITION EN BRSES A LONGUE CHAINE 
(BLC) DES GLYCOSPHINGOLIPIDES 

INTRODUCTION 

La présence de bases à longue chaîne dans les hydrolysats aci- 

des de GSL a été démontrée par CARTER. Et, par la suite, les travaux de CARTER 

et de KARLSSON ont conduit à la classification de ces composés. L'analyse de 

ces bases impose l'identification des bases par : 

- l'évaluation de la longueur de la chaîne carbonée ; 
- la mise en évidence de l'existence de doubles liaisons ; 
- la détermination de la position des branchements. 

Ces bases peuvent être identifiées par des analyses en chroma- 

tographie sur couche mince dans divers solvants et par chromatographie en 

phase gazeuse (WEISS, 1967, ~40). 

L'instabilité de ces bases, au cours de L'hydrolyse et après, 

nous a conduit à retenir le protocole expérimental suivant et schématiquement 

illustrée par la figure 19. 

1 - libération des bases selon GAVER et SWEELEY ( 1965, fiche 27) ; 

2 - transformation en DNP-Dérivés qui stabilisent les bases, puis études chro- 
matographiques de ces DNP-Dérivés en couche mince et purification ; 

3 - oxydation par le tétraacétate de plomb des DNP-Dérivés en aldéhyde puis 
analyses chromatographiques en couche mince et en phase gazeuse ; 

4 - oxydation par le permanganate de potassi-m des aldéhydes en acides gras, 
et analyses chromatographiques en phase gazeuse. 

LIBERATION DES BASES A LONGUE CHAINE SELON GAVER 

Pour les raisons précédemment décrites (fiche 2 7 ) ,  nous avons 

choisi les conditions d'hydrolyse qui assurent la libération de la totalité des 

bases et qui produisent le minimum d'artéfacts . 

Après une hydrolyse-acide afin de respecter la configuration des 

bases, les GSL sont coupés en : 



F I G U R E  19 : PROTOCOLE D'ANALYSE DES BASES A LONGUES CHAINES 
CONSTITUTIVES DES GLYCOSPHINGOLIPIDES, 

hydrolyse des G.S.L 
HCI-Méthanol 

S U C R E 5 4  -ACIDES GRAS 

LC.5 (hydrochlorures) 
I f luoro - 

dinctro-benzène 

LC.B (dérivés I D.N.P) 

kontaminants P.N.P 
der I ves 

héshydratat ion 

L I étude en couche mi!m 
gel d e  silice + borate de sodium 

+ nitrate dargeri: 

oxydation er? aldéhydes 
tétra acétate de plomb 

1 
etud en -.: Fh 

w 

couc e milice G.L.c s u r  DEGS. 

oxÿdakion eri acides gras 
par le permanganate de potassium 

trimétylçillylat ion A 
G.L.C. s u r  OV 1 k5.i.~- sur DEGS 



- e s t e r s  d ' ac ides  gras ; 

- bases  à longue chaîne (BLC) ; 

- sucres .  

Les a c i d e s  g ra s  sont  e x t r a i t s  dans un premier temps p a r  l e  

n-hexane ( 3  f o i s  3 m l )  p u i s  ana lysés  en CPG. La phase mgthanolique i n f é r i e u r e  

c o n t i e n t  l e s  sucres  e t  l e s  bases  ( B L C ) .  

Les BLC sont  e x t r a i t e s  sé lec t ivement  p a r  4 volumes de d i é t h y l -  

é t h e r  après  a l c a l i n i s a t i o n  du mi l i eu  jusqu 'à  pH 1 1 ,  p a r  a d d i t i o n  de soude IN. 

Les BLC contenues dans l e  d i é thy l - é the r  sont  évaporées à sec 

en vue de l a  d in i t rophény la t ion .  

ANALYSES DES BASES SOUS FORME DE D N P - D E R I V E S  

1 - OBTENTION DES DNP-DERIVES DES BASES (KARLSSON, 1970, T 4 1 ; 
KARLSSON e t  c o l l  . , 1968, ~ 4 2  

Les BLC ( 5  mg) son t  r e p r i s e s  p a r  1 m l  de méthanol contenant  

5 p l  de 1 fluoro2.4-dinitrobenzène. Après a d d i t i o n  gou t t e  à gou t t e  de 4 ml de 

tampon bo ra t e  de K de pH 10,5, l a  d in i t rophény la t ion  s e  poursu i t  à 60°C pendant 

30 minutes.  Le déphasage e s t  a s su ré  par  a d d i t i o n  de C H C l  CH OH e t  H20 jusqu 'à  
3' 3 

ob ten t ion  de concent ra t ions  f i n a l e s  en C H C l  -CH OH-H 0 ,  8-4-3 ( v / v / v ) .  Les BLC- 
3 3  2 

DNP dé r ivés  contenus dans l a  phase i n f é r i e u r e  sont  récupérés  en vue d 'une 

p u r i f i c a t i o n  e t  d 'une i d e n t i f i c a t i o n  par  chromatographie su r  couche mince. 

2  - PURIFICATION DES DNP-DERIVES DES BASES (IiARLSSON, 1970, 
~ 4 1  ; KA.RLSSON e t  c o l l . ,  1968, ~ 4 2  

La d in i t rophény la t ion  procure des  avantages c e r t a i n s  conme l a  

p e r t e  minimale des composants causée par  dégrada t ion ,  réarrangement e t  conden- 

s a t i o n  des bases  ap rè s  l e  c l i vage  de l a  l i a i s o n  amide. Cependant, l e s  DNP-~ér ivés  

des  bases  doivent ê t r e  p u r i f i é e s  p a r  chromatographie s u r  ac ide  s i l i c i q u e  a f i n  

d ' é l imine r  l e s  i m p u r e t é s ' e t  l e s  excès de r é a c t i f s  e t  de séparer  l e s  bases  des  

bases  5-hydroyylées. Un e s s a i  de p u r i f i c a t i o n  des bases  témoins pa r  chromatoi 

graphie sur colonne d ' a c i d e  s i l i c i q u e  nous a permis de t e s t e y  l a  méthode. ~ o 4 r  

c e l a ,  l e s  tubes  à chromatographie sont  remplis  avec 2 g  d 'ac ide  s i l i c i q u e  équi- 

l i b r é  dans l e  mélange so lvan t  d i é t h y l  éther-hexane 3/7 ( v / v ) .  



La sépa ra t ion  chromatographique e s t  a s su rée  p a r  l e  passage suc- 

c e s s i f  des  s o l v a n t s  su ivants  : 

...... - d i é t h y l  é ther lhexane  ............. 317 (v /v)  ...... 1 p 

...... - d i é t h y l  é ther lhexane  ............. 313 (v /v )  ...... 2 p 
...... - d i é t h y l  é ther lhexane  ............. 311 ...... (v /v )  3 p 

à r a i s o n  d'un volume gluant  de 20 ml/gramme d ' ac ide  s i l i c i q u e .  

- l a  f r a c t i o n  1 correspond aux impuretés  (excès  de r é a c t i f s ,  e t c  ...) ; 
- l a  f r a c t i o n  2 con t i en t  l e s  DNP-Dérivés des  bases ; 
- l a  f r a c t i o n  3 con t i en t  l e s  5-hydroxy DNP-Dérivés des  bases .  

Mais l e s  t r è s  f a i b l e s  concent ra t ions  en bases  présentées  p a r  

no t r e  m a t é r i e l ,  ne nous ont  pas permis d ' app l ique r  c e t t e  méthode de p u r i f i c a t i o n  

par  chromatographie s u r  ac ide  s i l i c i q u e ,  a i n s i  t e s t é e  pour des  bases  t ézo ins .  

Nous avons donc u t i l i s é  l a  chromatographie en couche mince pour ana lyse r  e t  

p u r i f i e r  l e s  DGP-Dérivés. 

3 - ANALYSE ET PURIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE 
MINCE DES DNP-DERIVES DES BASES (KARLSSON-MARTENSON, 
1968, T 4 3  

L ' i d e ~ t i f i c a t i o n  d e s  DNP-Dérivés des  bases  peu t  s e  f a i r e  p a r  

chromatographie en  couche mince. 

Les DNP-Dérivés peu~rent  ê t r e  séparés  en di-hydroxy-dérivés sa- 

t u r é s  ou i n s a t u r é s  e t  en t r i -nydroxy-dérivgs,  pa r  chronatographie en couche 

n ince  s u r  g e l  de s i l i c e  G contenant 2 % de bo ra t e  de Na e t  a c t i v é  30 minutes 

3 12O0C. 

La migrat ion e s t  a s su rée  pa r  l e  mélange so lvant  chloroforme-n 

hexaqe-méthanol dans l e s  propor t ions  5C-50-20 ( v / v / v ) ,  l a  d in i t rophény la t ion  co- 

l o r a n t  l e s  3LC en jaune, aucune r é v é l a t i o n  n ' e s t  néces sa i r e .  Les bases hyüroxy- 

l é e s  s a tu rées  migrent l e  p l u s  l o i n ,  s u i v i e s  p a r  l e s  bases  di-hydroxylées insa-  

t u r é e s ,  pu is  p a r  l e s  bases t r i -hydroxylées  ( f i g u r e  2 0 ) .  - 
& r è s  g r a t t a g e  des t a c h e s  i n d i v i d u e l l e s ,  l e s  DNP-Dérivés des  

bases a i n s i  p u r i f i é e s ,  son"c1-ués quant i ta t ivement  p a r  l e  méthanol. 



FIGURE 20 : SÉPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 
DES DÉRIVÉS DINITROPHÉNYLÉS DES BASES A LONGUES 

CHAI NES 

A : erytnros-ninganine ( à 1 8  : Gj 
R : sphingosine ( d i 8  : 1 )  
C : phytosphingosine ( t18 : 0 )  
D : irrpuretés 
E : xélange de bases (d i8  : 0 , l  e t  t18 : 0) 
F : mélange non p u r i f i 6  de bases  
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ANALYSES DES BASES DINITROPHENYLEES SOUS FORME D'ALDEHYDES 

1 - OXYDATION DES DM)-DERIVES EN ALDEHYDES PAR LE TETRA- 
ACETATE DE PLOMB (SUGITA e t  c o l l . ,  1976, ~ 4 4 )  

Nous avons c h o i s i  d 'oxyder l e s  DNP-Dékivés des  bases  p a r  l e  

t é t r a - a c é t a t e  de Pb e t  d ' ana lyse r  l e s  a ldéhydes homologues formés. 

Au cours  de l ' oxyda t ion  p a r  l e  t é t r a - a c é t a t e  de plomb, l e s  

bases t r i -hydroxylées  perdent t r o i s  atomes de carbone, t a n d i s  que l e s  bases  

d i -hydror j lées  n ' e n  perdent  que deux. A ins i  : 

- l a  phytosphingosine ( t18 : O )  donne na i s sance  à un penta-décanal s a t u r é  en 
Cl5 : O ; 

- l a  sphinganine ( d l 8  : O ) ,  à un hexadécanal s a t u r é  en c i 6  : O ; 

- e t  l a  sphingosine ( d i 8  : 1 )  à un hexadécanal. en c i 6  : 1 .  

D e  p l u s ,  une base di-hydroxylée ( p ~ r  exemple d i 8  : O )  e t  une 

base t r i -hydroyylée possédant un atome de carbone supplémentaire ( t  19 : 0 )  , 
conduisent après  oxydat ion  par  l e  t é t r a - a c é t a t e  de plomb, au  même aldéhyde 

(dans ce c a s  à un héxadécanal c16 : 0) .  

- Mode opé ra to i r e  : 2 mg de bases sous forme de DNP-Dérivés sont  r e p r i s  p a r  

0 , l  ml de benzène contenant  30 mg de t é t r a - a c é t a t e  de plomb. L 'oxydat ion s e  

déroule  à 50°C pendant 1 heure. 

Après re f ro id issement ,  5 ml d ' e a u  d i s t i l l é e  sont  a j o u t é s  au  mi l i eu  r éac t ion -  

n e l ,  & i n s i  que 5 ml de n-hexane. Après a g i t a t i o n  e t  déphasage, l e s  aldéhydes 

à longue chaîne,  s o l u b l e s  dans l e  n-hexane sont  r e c u e i l l i s  e t  ana lysés  p a r  

chromatographie en couche mince e t  en phase gazeuse. 

2 - ANALYSE DES ALDEHYDES PAR CHROPJ~AT~GRAPHIE SUE COUCHE NINCE 
G. V P !  DESSEL (:977, T 45) 

La sépara t ion  chromatographique s u r  couche mince des aldéhydes 

2 longue chaîne d é r i v a n t s  des bases  dini*ophénylées, e s t  r é a l i s é e  s u r  plaque 

de ge l  de s i l i c e  G y  dans  l e  système so lvan t  : n-hexane / d i é t h y l é t h e r  / ac ide  

acé t ique  dans l e s  p ropor t ions  : 90/10/1 ( v / v / v ) .  

Les aldéhydes l i b r e s ,  a i n s i  que l e s  cétones e t  l e s  plasmalo- 

gènes appara issent  en jaune a p r è s  p u l v é r i s a t i o n  des  plaques avec l e  r é a c t i f  

à l a  2-4 dini t rphényl-hydrazine,  e t  l é g e r  chauffage à 120°C. 



La sépa ra t ion  des aldéhydes s e  f a i t  en fonc t ion  de l a  longueur  

de cha îne  e t  du degré de s a t u r a t i o n  ( f i g u r e  21) .  

- Mode o p é r a t o i r e  : 

. plaques de g e l  de s i l i c e  G a c t i v é e s  une heure à 120°C ; 

. so lvant  : n-hexane/diéthyléther/acide acé t ique ,  90/10/1 
(v /v /v )  ; 

. r é a c t i f  de r é v é l a t i o n  : s o l u t i o n  de 2-4 dinitrophényl-hydra- 
z ine à 0 ,4  % dans H C 1  2N ; 

. d i s t a n c e  de migrat ion : 13 cm. 

3 - ANALYSE DES ALDEHYDES A LONGUE CHAITJE PAR CHROMATOGRLDHIE 
EN PHASE GAZEUSE 

Les aldéhydes à longue chaîne peuvent ê t r e  séparés  pa r  chro- 

matographie en phase gazeuse sans  conversion p r é a l a b l e  en un a u t r e  dé r ivé ,  en 

u t i l i s a n t  d i v e r s  types  de phase t e l s  que p a r  exemple : 

. SE 30 à 3 % s u r  chromosorb W-AW DMCS 

. DEGS à 15 % sur chromosorb W-H MDS 80-100 mesh 
EGSSX à 5 % sur Gas chromosorb Q 80-100 mesh. 

a) Condit ions o p é r a t o i r e s  : L'anà lyse  pa r  chromatographie en phase gazeuse a 

é t é  r é a l i s é e  sur un a p p a r e i l  V a r i a n  muni d'un d é t e c t e u r  à i o n i s a t i o n  de flam- 

me. La ' sépara t ion  chromatographique e s t  e f f ec tuée  s u r  une colonne s tandard en  

inox,  remplie de diéthylène-glycol-succinate  (DEGS) à 10 % en poids su r  un 

support  i n e r t e  de chromosorb-W de granulométr ie  60/80 mesh AW. 

La température de l a  colonne e s t  de 150°C, c e l l e  de l ' i n j e c t e u r  de 170°C e t  

c e l l e  du d é t e c t e u r  de 190 '~ .  

Le d é b i t  du gaz vec teur  ( a z o t e  R) é t a i t  de 19-20 m l / m n  en t ê t e  de colonne. 

b)  I d e n t i f i c a t i o n  des aldéhydes à longue chaîne : L' i d e n t i f i c a t i o n  des aldéhy- 

des  à longue cha îne ,  comme c e l l e  des ac ides  g ra s  e s t  un problème d i f f i c i l e  à 

résoudre .  

- La comparaison des  temps de r é t e n t i o n  des p i c s  inconnus avec ceux obtenus 

en u t i l i s a n t  des  aldéhydes commerciaux e s t  p a r f o i s  impossible .  En e f f e t ,  l e s  al- 

déhydes témoins ne sont  pas  t o u s  commercialisés,  e t  il f a u t  l e s  s y n t h é t i s e r  

à p a r t i r ,  par exemple, des  a c i d e s  g ra s  homologues. 

Nous avons u t i l i s é  comme témoins,  l e s  aldéhydes à longue chaîne provenant de  

l ' oxyda t ion  pa r  l e  t é t r a - a c é t a t e  de plomb des  bases  à longue chaîne du commerce. 
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F I G U R E  2 1  

SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES ALDEHYDES 

DERIVANT DES BASES A LONGUES CHAINES 

Phque d e  g& de ~i&ice G aca%vér! 1 heme à 1 2 0 ° C .  
~ o l v a n t  : n-hexane - &é,thylEthm - a c i d e  a c W q u e  ( 9 0  : 10 : 1 ,  v l v l v )  

A : aldéhyde e n  c i 6  : 1 correspond à l a  sphingosine ( d i 8  : 1 1  

B : aldéhyde en  Cl5 : O correspond à l a  phytosphingosine ( t 1 8  : 0 )  

C : aldéhyde en  c i 6  : 3 ( a )  correspond 2 l ' é ty th rosph ingan ine  ( d l 8  : 0) 

C : aldéhyde e n  C! 15 : O(b) correspond 2 l a  t h r é ~ s p h i n g a ~ i n e  ( d i 8  : 0 )  

E : mélange d 'a ldéhydes : c i 6  : 0 , l  e t  Cl5 : O 

F - mélange d ' aldéhydes provenaqt des g lycosphingol ip ides  



- l e  pentadécanal Cl5 : O provien t  de l a  phytosphingosine t18 : O ; 
- l e  pentadécanal C l 5  : 1 provient  de l a  déhydrophytosphingosine t 1 8  : 1 ; 
- l 'héxadécanal  c16 : O provien t  de l a  sphinganine d i 8  : O ; 
- l ' héxadécanal  C16 : 1 provien t  de l a  sphingosine d i 8  : 1. 

- Il e x i s t e  également,  pour l e s  aldéhydes à longue cha îne ,  une r e l a t i o n  l i n é -  

a i r e  e n t r e  l e s  logar i thmes  décimaux des  temps de r é t e n t i o n ,  e t  l e  nombre d 'a -  

tomes de carbone contenus dans l a  molécule. Ce t t e  r e l a t i o n  e s t  analogue à 

c e l l e  qu i  e x i s t e  pour l e s  ac ides  g ra s  homologues ( f i c h e  12 ) .  Cependant, l a  

longueur de chaîne équ iva l en te  à une double l i a i s o n  e s t  d i f f i c i l e  à d é f i n i r .  

De p l u s ,  contrairement  au  comportement des  a c i d e s  g ra s  s u r  l e  même suppor t ,  

l e s  composés en Cl5 ( s a t u r é s  ou non) ne précèdent  pas  l e s  composés en c i 6  

( s a t u r é s  ou non) .  Le pentadécanal  e s t  c a r a c t é r i s é  par  un temps de r é t e n t i o n  

in t e rméd ia i r e  e n t r e  c e l u i  de héxadécanal e t  c e l u i  de l ' hép tadécana l  comme 

l ' i l l u s t r e  l a  f i g u r e  22 r ep ré sen tan t  un chromatogragme témoin. 

Cet te  d i f f i c u l t é  rend néces sa i r e  l a  confirmation de ces  i d e n t i f i c a t i o n s  pa r  

l ' emplo i  d 'une a u t r e  technique.  

c )  Evaluat ion du pourcentage de chaque aldéhyde : Cet t e  éva lua t ion  peut  ê t r e  

e f f e c t u é e  comme pour l e s  ac ides  g ra s  : 

- s o i t  p a r  t r i a n g u l a t i o n  ; 

- s o i t  pa r  l e  produi t  de l a  l a r g e u r  du p i c  à mi-hauteur, 
pa r  l a  hauteur  du p i c  ; 

- s o i t  f inalement  pa r  l e  p r o d u i t  du temps de r é t e n t i o n  abso- 
l u  pa r  l a  hauteur  du p i c  ; 

C'es t  c e t t e  t ro i s i ème  méthode que nous avons appl iquée.  

d )  Conclusions : L ' i d e n t i f i c a t i o n  des  Sases  sous forme d 'a ldéhydes p ré sen te  LI 

grand désavantage dû à l ' i n s t a b i l i t é  p a r t i c u l i è r e  des  aldéhydes. 

En e f f e t ,  l e s  aldéhydes e t  p l u s  pa r t i cu l i è r emen t  l e s  alaéhydes à chaîne  cour t e ,  

se  condensent e t  s e  polymérisent en dimères e t  t r i n è r e s  qui  sont re la t ivement  

non v o l a t i l s .  Cet te  polymérisat ion e s t  a c c é l é r é e  en mi l i eu  a l c a l i n .  

La t ransformat ion  des  bases  à longue chaîne en aldéhydes homologues e t  l ' a n a -  

l y s e  des aldéhydes p a r  chromatographie en phase gazeuse doivent ê t r e  r é a l i s é e s  

t r è s  rapidement a f i n  d ' é v i t e r  c e t t e  polymérisat ion.  

Le deuxième problème concerne l ' i d e n t i f i c a t i o n  des aldéhydes dont l a  chaîne 

carbonée e s t  désa tu rée .  Cet te  i d e n t i f i c a t i o n  ne peut ê t r e  r é a l i s é e  que p a r  



F I G U R E  22 : I D E N T I F I C A T I O N  PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE 

DES ALDÉHYDES DÉRIVÉS DES BASES A LONGUES CHAINES : 
D 1 AGRAMME TÉMO 1 N , 



l ' emplo i  simultané de p l u s i e u r s  techniques.  Les aldéhydes vont donc ê t r e  t r a n s -  

formés en p rodu i t s  v o l a t i l e s  s t a b l e s  : 

- s o i t  sous forme de diméthyl-acétal  

, O-CH3 
RCHO + 2CH20H R - C + H 2 0  

1 ~ O - C H ~  
(H+) H 

- s o i t  sous forme d ' a l c o o l  

- s o i t  sous forme d 'ac ides  g r a s  

i d e n t i f i a b l e s  par  chromatographie en phase gazeuse. 

Poix des  r a i s o n s  techniques  ( i d e n t i t é  de colonne)  nous avons opté  pour l a  

t ransformat ion  des  aldéhydes à longue chaîne en ac ides  g ra s  homologues. 

ANALYSE DES BASES SOUS FORME D ' A C I D E S  GRAS 

Le passage des  aldéhydes provenant des  bases  à longue cha îne  

c o n s t i t u t i v e s  des  GSL,  en ac ides  g ra s  homologues se f a i t  pa r  oxydat ion au  

permanganate de potassium. 

Cet te  oxydation peut avo i r  l i e u  : 

- s o i t  directement  s u r  l e  mélange d 'a ldéhydes ; 
- s o i t  ap rè s  hydrogénation c a t a l y t i q u e .  

Nous avons oxydé directement l e s  aldéhydes 2 longue chaîne 

a f i n  de confirmer l a  na tu re  des  bases c o n s t i t u t i v e s  des  GSL. 

Au cours  de c e t t e  oxydation, l e s  aldéhydes désa tu ré s  sont en 

généra l  pa r t i e l l emen t  d é t r u i t s .  L'analyse pa r  chromatographie en phase gazeuse 

permet seulement de confirmer l ' i d e n t i t é  des  aldéhydes mais e l l e  ne permet 

pas  l a  v é r i f i c a t i o n  du dosage. 

1 - OXYDATION DES ALDEHYDES EN ACIDES GRAS (sLOMIANY- 
HOROWITZ, 1 9 7 9 ,  ~ 4 6  

a)  Réac t i f s  : 

- s o l u t i o n  s a t u r é e  de KMN04 ; 
- s o l u t i o n  s a t u r é e  de NaHS03  ; 
- soude 0 , 2 N  ; 
- H2S04  RP. 



b) Mode .opéra to i re  : Les aldéhydes sont séchés sous un courant  d ' azo te  à 30°C. 

I ls  sont  e n s u i t e  remis  en suspension dans 0 , 3  ml de NaOH 0,2 N. 

Après a d d i t i o n  de l a  s o l u t i o n  d e  KMN04 jusqu 'à  p e r s i s t a n c e  de  l a  c o l o r a t i o n  

(envi ron  0 , 3  ml) e t  a g i t a t i o n  vigoureuse pendant 5 minutes ,  l e  mi l i eu  réac- 

t i o n n e l  e s t  a c i d i f i é  pa r  a d d i t i o n  de 0,1 ml d1H2S04 RP. 

L a  s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  décolorée par  a d d i t i o n  p rog res s ive  de NaHSO (envi -  3 
rons  0 , 3  - O , h  m l ) .  

Après f i l t r a t i o n  s i  néces sa i r e ,  s u r  f i l t r e  Whatman nO1,  l e s  ac ides  gras  

sont  e x t r a i t s  par  l e  d i é thy l - é the r  ( 3  x 1 ,5  à 2 ml) .  

Les ac ides  gras  contenus dans l e  d i é thy l - é the r  sont  évaporés  à sec  e t  m a l y s é s  

pa r  chromatographie en phase ga, 7euse. 

2 - APJALYSE DES ACIDES GWS 

Cet te  é tape  n é c e s s i t e  préalablement : 

- une é t a p e  de  t r a n s e s t é r i f i c a t i o n  ( f i c h e  no 18) ; 

- une é t ape  de  p u r i f i c a t i o n  des  e s t e r s  méthyliques d ' a c i d e s  gras ( f i c h e  no 18) 
p a r  chromatographie sur couche mince ; 

- une i n j e c t i o n  s u r  colonne de DEGS à 10 % en poids s u r  support  de chromo- 
sorb ( f i c h e  no 18).  

.( .a . Les r i s u l t a t s  de c e t t e  é t a p e  confirment l e s  r é s u l t a t s  ob t r -  

nus avec l e s  aldéhyaes.  



FICHE 30 : ETUDE DE LA COMPOSITION EN OSES DES GLYCOLIPIDES 

L'analyse de l a  copule g luc id ique  des  glycosphingolipides 

a é t é  en p a r t i e  r é a l i s é e  dans l e  l a b o r a t o i r e  de Monsieur FOURNET que nous 

remercions vivement. 

Cet te  analyse n é c e s s i t e  t r o i s  é t apes  : 

- méthanolyse ; 

- t r i f l u o r o a c é t y l a t i o n  ou t r i m é t h y l s i l y l a t i o n  des o s e s  ; 

- é tude  p a r  chromatographie en phase gazeuse. 

1 - PREPARATION DU METHANOL ANHYDRE 

Un l i t r e  de méthanol e t  150 grammes de K2COg sont  chauffés  

à r e f l u x  pendant 2 heures ,  p u i s  f i l t r é s .  Après a d d i t i o n  de 50 grammes de 

K CO au  f i l t r a t  e t  d i s t i l l a t i o n  à 6 5 O C ,  l e  méthanol e s t  r e c u e i l l i  sur Na2S04 
2 3 

anhydre en ayant  s o i n  d ' é l imine r  l e s  20 ml de l a  f r a c t i o n  de t ê t e  e t  l e s  100 

d e r n i e r s .  

Le méthanol e s t  conservé à l a  température de +hoc dans un f l a -  

con hermétique e t  f i l t r é  j u s t e  avant l ' emplo i .  

2 - HYDROLYSE DES GSL 

Après hydrolyse des  GSL e t  e x t r a c t i o n  des ac ides  g r a s ,  l a  pha- 

s e  i n f é r i e u r e  méthanolique e s t  n e u t r a l i s é e  par  a d d i t i o n  d ' a c é t a t e  d ' a rgen t  

( 100 mg ) e t  l e s  o ses  e x t r a i t s  pa r  l e  méthanol. 

3 - kETHA:?OLYSE 

Les oses  l i b r e s  provenant de l ' h y d r o l y s e  des GSL p u r i f i é s ,  e t  

c e r t a i n s  g lyco l ip ides  n a t i f s  p u r i f i é s  vont ê t r e  soumis à une é t ape  de méthano- 

l y s e .  

250 pg de carbohydrate  e t  50 pg de méso-inosi tol  jouant l e  

r ô l e  de témoin i n t e r n e ,  sont  i n t r o d u i t s  dans un tube  en pyrex ( ~ o v i r e l  92 

Leva l lo i s  P e r r e t  France) p u i s  son t  l y o p h i l i s é s  e t  desséchés t o u t e  une n u i t  

dans un d e s s i c a t e u r  s u r  P203. 



Le r é s i d u  e s t  r e p r i s  p a r  2 m l  d'HC1 O,? M en s o l u t i o n  dans du 

méthanol anhydre. 

Les tubes  s o n t  s c e l l é s  e t  l a i s s é s  24 heures  à 8o0C. 

Le méthanolysat e s t  ensu i t e  r e f r o i d i  e t  séché sous courant  

azote  à 50 '~ .  

Pu i s  l e  r é s i d u  obtenu après  évapora t ion  à sec  de c e t t e  solu-  

t i o n  e s t  à nouveau d issous  dans 10 à 20 m i l l i l i t r e s  de  méthanol anhydre, l a  so- 

l u t i o n  obtenue de nouveau évaporée à sec  e t  a i n s i  de s u i t e  jusqu 'à  é l imina t ion  

t o t a l e  de l ' a c i d e  chlorhydrique.  

4 - TRIFLUOROACETYUTION 

L ' échan t i l l on  s e c  e s t  r e p r i s  pa r  200 ~1 de d i c h l ~ r o n é t h a ~ e  

e t  200 p l  d 'anhydride t r i f l u o r o a c é t i q u e .  

La t r i f l u o r o a c é t y l a t i o n  s e  déroule  à 1 5 0 ' ~  pendant 5 minutes 

s u r  bac à sable .  Après r e f ro id i s semen t ,  l e s  tubes  s o n t  r ep l acés  5 minutes 

dans l e  bac  à sable .  Après un nouveau r e f ro id i s semen t ,  l e  mélange e s t  p r ê t  

à ê t r e  ana lysé  pa r  chromatographie en phase gazeuse. 

5 - PRSPAMTION DES DERIVES TRIMZTHYLSILYUS 

Ce srocddé e s t  généra l  e t  s e r a i t  a p p l i c a b l e  à t o u t  dér ivé  

possédant un groupenent - OH,  = N H ,  - NH2, - COOH, - SH. 

Les nydrocarbures poly-0 - t r i m é t h y l - s i l y l é s  sont  f ~ c i l e s  

2 prépa re r  e t  des rendements q u a n t i t a t i f s  sont  usuellement obtenus à tempéra- 

t u r e  du l a b o r a t o i r e  en quelques minutes.  

Le r é a c t i f  u t i l i s é  pour c e t t e  t r i m é t h y l - s i l y l a t i o n  des o szs  

e s t  un mélange d 'hexaméthyld is i l izane  (EP~DS) e t  de t r iméthylchoros i lane  (TMCS) 

dans l a  pyr id ine  a ihydre .  Ce r é a c t i f  peut ê t r e  a j o u t é  à un r é s i d u  sec  d ' o s e s  

e t  d ' i n o s i t o l  ou à ces  dé r ivés  on s o l u t i o n  dans l a  p y r i d i n e ,  l ' a c é t o n i t r i l e  

ou  l e  diméthylformamide. Dans c e s  condi t ions  tous  l e s  groupements hydroxyl li- 

bres  s o n t  t ransformés en e s t e r  t r i r r i é thy l s i l y l .  

Le r é s i d u ,  a p r è s  méthanolyse, e s t  r e p r i s  pa r  30 m i  de méthanol 

anhydre, p u i s  p u r i f i é  pa r  lavage  à l ' é t h e r  de p é t r o l e  30'-60'. Après a g i t a t i o n  

énergique puis  décanta t ion ,  l a  phase i n f é r i e u r e  méthanolique e s t  récupérée e t  

évaporée à sec.  Le résif iu ,  e s t  addi t ionné  de 1 ml de Tri-Si1 (mélange HMDS - 



TMCS dans l a  py r id ine  préparé  pa r  Varian Aérograph) e t  abandonné 15 minutes 

dans un f lacon  b i en  bouché à température du l a b o r a t o i r e .  

Après c e n t r i f u g a t i o n ,  l e  surnageant  e s t  ana lysé  directement  

pa r  chromatographie en  phase gazeuse. 

6 - CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES DERIVES TRIFLUO- 
ROACETYLES 

Les dé r ivés  t r i f l u o r o a c é t y l é s  des  O-méthylglycosides sont chro- 

matographiés s u r  une colonne en v e r r e  ( 0 , 3  x 300 cm) remplie  avec 1 ' O V  210 à 

5 % (p /p )  s u r  Varapot 30. 

L ' appa re i l  u t i l i s é  e s t  un Varian Aérograph modèle 2100 muni 

d'un dé t ec t eu r  à i o n i s s t i o n  de flamme. 

La programmation de l a  température s e  f a i t  de 1 I O 0  à 2 10' à 

r a i s o n  de 1 degré  par  minute. Le d é b i t  de l ' a z o t e  vec teur  R e s t  de 7,5 &/m. 

La f i g u r e  23 p r é s e n t e  l e s  diagrammes témoins des oses .  

Les concent ra t ions  en oses  sont  ca l cu lées  p a r  r appor t  au  méso- 

i n o s i t o l  qu i  sert  de témoin in t e rne .  

7 - CHROMATOGRWHIE EN PHASE GAZEUSE DES TRI?IETHYLSILYL 
3BTHYLGLYCOSIDES ET DE L'HEXA O-TRIMETHYLSILYLINOSITOL 

Pour ce s  dé r ivés ,  SWEELEY e t  c o l l . ,  1967 ( ~ 4 7 )  recommande -me 

colonne dont l a  phase s t a t i o n n a i r e  non p o l a i r e  e s t  du t y p e  SE 30. 

Nous avons c h o i s i  une colonne dont l a  phase s t a t i o n n a i r e  non 

p o l a i r e  e s t  c o n s t i t u é e  d'OV 17 ( 3  $ )  maintenue s u r  un support  i n e r t e  de Chro- 

mosorb W 60-80 mesh. Sa longueur e s t  de I O  p ieds  e t  son diamètre  àf1/8ème a l i n c h .  

La température de  l ' i n j e c t e u r  e s t  de 198OC, c e l l e  du d é t e c t e u r  de 225OC e t  l a  

température de l a  colonne programmée à r a i son  de 2OC par  minute e n t r e  1 1 5 O C  e t  

215OC. Le d é b i t  de l ' a z o t e  employé comme gaz vec teur  e s t  de 25 ml p a r  minute. 

Dans ces  cond i t i ons ,  l ' a n a l y s e  d'un mélange d ' o ses  témoins 

( a r ab inose ,  fucose ,  mannose, ga l ac tose ,  glucose,  acide glycuronique,  5 rr;g de 

chaque) e t  d ' i n o s i t o i  ( 5  m g )  t ra i -cés  pendanc 18 fleures par. 2 id de so lubicn  

méthanolique d'HC1 0,75 N pu i s  t r i m é t h y l s i l y l é s  se lon  l e s  techniques  d é c r i t e s  

p l u s  haut  donne l e s  r é s u l t a t s  i l l u s t r é s  par  l e  diagramme de l a  f i g u r e  23. 



T l 0 2  

FIGURE 23 

IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES OSES 



8 - ANALYSE DE L'INOSITOL DU PHOSPHATIDYLINOSITOL 
(ROBERTS, 1967, T48) 

La technique  employée e s t  c e l l e  préconisée  p a r  ROBERTS ( ~ 4 8 ) .  

La s o l u t i o n  contenant l e  phospha t idy l inos i to l  e s t  t r è s  soigneusement évaporée 

à sec  ( t o u t e  t r a c e  de so lvant  organique d iminue ra i t  en e f f e t  l e  t a u x  d'hydro- 

l y s e ) .  Le r é s i d u  sec  e s t  chauffé  e,n présence de 2 m i  d'HC1 6N pendant 48 heures 

à 120°C dans des tubes  s c e l l é s .  

Après évaporat ion à sec e t  a d d i t i o n  2 ml d 'eau d i s t i l l é e  e t  

évaporat ion à nouveau à sec sous v ide ,  l e s  é c h a n t i l l o n s  sont p l acés  pendant 

12 heures dans un d e s s i c a t e u r  sous vide en présence de potasse .  

L ' i n o s i t o l  l i b r e  addi t ionné  de 0,5 m l  de Tri-Si1 e s t  l a i s s 6  

durant  2 heures à température du l a b o r a t o i r e  ou 15 minutes dans l a  py r id ine  

à é b u l l i t i o n .  

Après c e n t r i f u g a t i o n  l e  surnageant  e s t  directement ana lysé  

p a r  chromatographie en phase gazeuse s u r  colonne d'OV 17 dans l e s  mêmes 

condi t ions  que c e l l e s  d é c r i t e s  dans l e  paragraphe précédent à l ' e x c e p t i o n  de 

l a  température de l a  colonne qu i  r e s t e  f i x e  : s o i t  220°C durant  t o u t e  l ' a n a -  

l y s e .  



FICHE 31 ; DOSAGE COLORIMETRIQUE DU GLYCEROL. 

WELL-S M.A. et DITTMER J. C. 
Biocherrtistry, 1965, 4, 2459 (T 49) 

PRINCIPE 

La méthode e s t  basée  s u r  l a  déterminat ion du formaldéliyde 

p rodu i t  par  oxydation périodique du g lycé ro l .  Le formaldéhyde r é a g i t  avec l ' a c i -  

de chromotropique en s o l u t i o n  dans l ' a c i d e  su l fu r ique  concent ré ,  pour donner 

un composé co lo ré  en v i o l e t  que l ' o n  dosera p a r  co lo r imé t r i e  ( T ~ L L S  e t  c o l l . ,  

1965, T 4 9 ) .  

Afin d ' o b t e n i r  des  r é s u l t a t s  q u a n t i t a t i f s ,  l e  g lycé ro l  en- 

gagé dans l e s  moléc7des l i p i d i q u e s  d o i t  ê t r e  l i b é r é  to ta lement  e t  l ' oxyda t ion  

périodique ne  d o i t  provoquer que l ' oxyda t ion  du g l y c é r o l  s e u l .  

Le g lycé ro l  e s t  v o l a t i l  e t  l e s  hydro lyça ts  n e  peuvent,  pour  

c e t t e  r a i s o n ,  ê t r e  évaporés à sec  ou même s u b i r  de r éduc t ion  de volume par  éva- 

po ra t  ion.  

Il convient donc de r é a l i s e r  l ' hyd ro lyse  en t u b e s  s c e l l é s  

pu is  l ' oxyda t ion  périodique directement  dans l e  tube  qu i  a  s e r v i  à l ' h y d r o l y s e  

en présence de ï ' H C 1  lui-même. 

Dans ces  condi t ions  moins de 1 % de formaldéhyde forné  pro- 

v i e n t  de sources d ive r se s  ( o s e s ,  é thanolamine,  s é r i n e )  e t  l ' e r r e u r  e s t  nég l i -  

geable  pour l e s  dosages de g lycé ro l  de l a  n ia jor i té  des  l i p i d e s .  

REACTI FS 

1 - s o l u t i o n  s t anda rd  de g lycé ro l  à 0,25 mY par l i t r e  

. so lu t ion  s tock  25 mM/1  o 1,590 g de g lycé ro l  à 95 % 
dans 500 m l  d ' e au  d i s t i l l é e  

D i lue r  l a  s o l u t i o n  au  1/100 extemporanément. La  s o l u t i o n  s t anda rd  e s t  t e l l e  que 

1 ml correspond à 0,25 w o l o  de g l y c é r o l .  



2 - s o l u t i o n  HC1 4~ 
3 - s o l u t i o n  H C 1  2 N  

4 - s o l u t i o n  de p é r i o d a t e  de  sodium 0,lM 
N a  10 ....................... 1,05 g 
eau d i s t i l l é e  ............q sp 50 m i l l i l i t r e s  

Cet te  s o l u t i o n  s e r a  s tockée au r é f r i g é r a t e u r  dans une b o u t e i l l e  en v e r r e  brun. 

5 - s o l u t i o n  de b i s u l f i t e  de sodium à 10 % 
6 - r é a c t i f  à l ' a c i d e  chromotropique 

s e l  disodique de l ' a c i d e  chromotropique .... 0,50 g 
.............................. eau d i s t i l l é e  50 ml . 

H2S04 12,s  N . . . . . . . .  ...................... 200 ml 

La so lu t ion  e s t  à prépa re r  extemporanément. 

7 - s o l u t i o n  aqueuse de t h i o u r é  à 10 % 

MODE OPERATOIRE 

LIBERATION DU GLYCEROL PAR HYDROLYSE 

L ' échan t i l l on  à dose r  e s t  évaporé à sec  p a r  un l é g e r  courant  

d ' azo te ,  p u i s  r e p r i s  p a r  2 ml d ' ac ide  chlorhydrique 2N.  ~ imul t anémen t  p répa re r  

un blanc r é a c t i f  e t  l a  gamme d 'é ta lonnage  à p a r t i r  des  s o l u t i o n s  s tandards  de 

g lycéro l .  I n t r o d u i r e  dans l e  tube  correspondant au  blanc r é a c t i f  2 ml. dfHC1 2 N  

e t  dans l e s  tubes  correspondant à l a  gamme é t a l o n ,  1 m l  de s o l u t i o n  s tandard  

e t  1 ml d'HC1 4 ~ .  L'hydrolyse s e  déroule  en tubes  s c e l l é s ,  pendant 96 heures 

à l ' é t u v e  à 100°C. 

OXYDATION PERIODIQUE 

Après re f ro id issement  des  t ubes ,  0 , s  m l  de pé r ioda te  de so- 

dium en s o l u t i o n  sont  a j o u t é s  au  temps t .  Après exactement 5 minutes l ' a d d i -  

t i o n  de 0 ,5  m l  de s o l u t i o n  de b i s u l f i t e  de sodiurn permet de s toppe r  l a  r éac t ion  

d ' oxydation. 

DOSAGE DU FORMALDEHYDE 

Pré lever  1 ml de chacun des  t ubes .  Après a d d i t i o n  de 5 ml 

d ' ac ide  chromotropicpe, l e  mélange e s t  p l acé  au  bain-marie b o u i l l a n t  pendant 

30 minutes,  p u i s  r e f r o i d i .  Le développement de l a  c o l o r a t i o n  e s t  obtenu par  

a d d i t i o n  de  1 ml de t h i o u r é e  en s o l u t i o n  ; l e s  v a r i a t i o n s  de DO sont  enregis-  

t r é e s  à 570 nm. Les q u a n t i t é s  de g lycé ro l  de l ' é c h a n t i l l o n  sont  déterminées 

par  r é f é rence  à une courbe t r a c é e  à p a r t i r  de l a  gamme é t a l o n  ( f i g u r e  24) .  



l w 

0,25 0,50 1 PM de glycérol par ml 



FICHE 32 : IDENTIFICATION DES ESTERS METHYLIQUES D'ACIDES 
GRAS PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE COVPLEE 
A LA SPECTROMETRTE DE MASSE 

B I E W N  K. i n  "Mass S p e c t m m e t r y "  Mc Grm-HZ22 ed., 1962 (T50) 
MURATAT., J. o f L i p .  Res., 1978, 19, 166-171 (T51). 

La technique de CPG couplée à l a  spec t rométr ie  de masse permet 

d ' i d e n t i f i e r  l e s  e s t e r s  méthyliques d ' a c i d e s  g ra s  avec c e r t i t u d e  même l o r s -  

q u ' i l s  s e  t rouvent  à l ' é t a t  de t r a c e s  ou s ' i l s  p résenten t  une s t r u c t u r e  p a r t i -  

c u l i è r e .  

PRINCIPE 

Les e s t e r s  méthyliques d ' ac ides  g ra s  sont  séparés  classiquement 

pa r  CPG s u r  une colonne c a p i l l a i r e  de Carbowax 20 M (25  m x 0,25 mm).;; l a  

s o r t i e  de colonne, l e s  e s t e r s  méthyl iques sont  i o n i s é s  p a r  impact d ' é l e c t r o n s  ; 

l a  s é p a r a t i o n  des i ons  molécula i res  e s t  e f f e c t u é e  pa r  un f i l t r e  quadrupole ; 

l a  d é t e c t i o n  e s t  r é a l i s é e  p a r  un d é t e c t e u r  é l e c t r i q u e  ; l a  v i t e s s e  de l e c t u r e  

e s t  t r è s  r a p i d e ,  l e  s p e c t r e  de masse pouvant ê t r e  balayé en quelques n i l l i -  

secondes ( a p p a r e i l l a g e  Riber Mag 10-10 a s soc i é  au système informatique 

Sydar 121) .  

A N A L Y S E  D ' U N  COMPOSE P A R  S P E C T R O M E T R I E  DE M A S S E  

Cinq é t apes  sont n é c e s s a i r e s  pour o b t e n i r  l e  s p e c t r e  de masse 

d 'un composé (DFALLUIN, 1978, ~ 5 2 )  : 

- l ' i n t r o d u c t i o n  
- 1 ' i o n i s a t i o n  
- l a  d i sc r imina t ion  des  i ons  formés 
- l a  dé t ec t ion  des i o n s  
- l e  t r a i t e n e n t  des  r é s u l t a t s  de l ' a n a l y s e .  

a)  INTRODUCTION DE L'ECHANTILLON 

Les é c h a n t i l l o n s  i n t r o d u i t s  doivent  ê t r e  v o l a t i l s  c ' e s t  à d i r e  

a v o i r  une p re s s ion  de vapeur au  moins éga l e  à 1 0 - ~  mm de mercure à une tempé- 

r a t u r e  de 150 à 200°C, température à l a q u e l l e  e s t  po r t ée  l a  chambre de r écep t ion  



de l ' échan t i l lon .  Cet te  condit ion impose l ' ana lyse  des acides gras  sous forme 

L'introduction e s t  effectuée de façon ind i rec te  : l e s  ac ides  

gras en mélange sont séparés après  l eu r  passage sur l a  colonne de chromato- 

graphie (colonne c a p i l l a i r e  (25 m x 0,25 mm), Carbowax 20 M, température : 

130-215~C à 2O/mn, température in jecteur  : 230°, gaz vecteur : Helium. L 'u t i -  

l i s a t i o n  du couplage nécess i te  des d i s p o s i t i f s  pour compenser en p a r t i c u l i e r  

l a  d i f férence de pression e n t r e  l e s  2 apparei ls  ( 1  a t m .  pour l a  CPG e t  10-9 

atm. pour l a  spectrométrie de masse). 

b)  IONISATION DE L'ECWTILLON 

Le spectromètre de masse u t i l i s é  Riber-Mag 10-10 permet l ' i o -  

n i sa t ion  par impact d ' é lec t rons  : l e s  molécules qui  d i f fusent  se  heurtent  

à un faisceaii perpendiculaire d 'é lec t rons  émis par une é lect rode chauffée 

( f i l  de rhénium t r è s  f i n )  e t  a t t i r é s  par une cathode placée face à l ' é l e c t r o -  

de émettr ice.  L'énergie des é lec t rons  peut ê t r e  a j u s t ée  ent re  10 e t  100 V, 

zone d'énergie qui permet l e  contrôle  des processus d ' ion i sa t ion  e t  de 

f'ragmentation. La plupar t  des  molécules organiques a un po t en t i e l  d ' ion i sa t ion  

m i s i n  de 10 eV (e lect ron-vol ts )  : un accroissement d 'énergie de 5 à 10 eV 

provoque l a  fragmentation de l a  molécule. 

La production d ' ions par impact électronique peut se s imp l i f i e r  

a i n s i  : 

( 1 )  A B C  + e - A B C +  + 2 e  
( 2 )  A B C  + e - A B +  + C + 2 e  
( 3 )  A B C  + e - A C +  + B + 2 e  

La réact ion d ' ion i sa t ion  ( 1 )  se  produit  quand l ' éne rg i e  des élec- 

t rons  a t t e i n t  l e  po t en t i e l  d ' ion i sa t ion  de l a  molécule ; ( 2 )  e t  ( 3 )  sont 2 pos- 

s i b i l i t é s  de fragmentation qui  sont provoquées quand ' l ' énerg ie  des é lec t rons  

e s t  é levée , (2 )  e s t  une simple cassure de l a  molécule, ( 3 )  implique un réarran- 

gement des fragments de l a  molécule après cassure. 

Il  a é t é  démontré que l e  pourcentage d ' ions  p o s i t i f s  e s t  envi- 

ron 1000 f o i s  supérieur à c e l u i  des ions néga t i f s  : on ne considère dans l e s  

spect res  analysés que l e s  ions  p o s i t i f s  ; l ' i o n i s a t i o n  d'une molécule se  pro- 

du i t  t r è s  rapidement ( 10-15 secondes environ).  
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c )  DISCRIMINATION DES IONS 

L ' appa re i l l age  u t i l i s é  e s t  équipé d'un f i l t r e  quadrupole : c ' e s t  

l a  combinaison d'un champ é l e c t r i q u e  cont inu  e t  d 'un champ é l e c t r i q u e  a l t e r -  

n a t i f  de haute  fréquence qu i  e f f e c t u e  l a  s épa ra t ion  des  ions .  Ces champs s o n t  

appl iqués  à 4 barreaux mé ta l l i ques  dont l ' a r rangement  s p a t i a l  e s t  i l l u s t r é  

( f i g u r e  25) ; l e s  bar reaux  sont  connectés 2 à 2,  diagonalement p a r  r appor t  

à l ' a x e  l o n g i t u d i n a l  du quadrupole,  à des géné ra t eu r s  à p o t e n t i e l  v a r i a b l e  

e t  à haute fréquence (megahertz) . Cette  d i s p o s i t i o n  permet de f o c a l i s e r  l e s  

i o n s  dans l a  région c e n t r a l e  du quadrupole en appl iquant  a u  2 p a i r e s  de bar-  

reaux  des courants  a l t e r n a t i f s  en oppos i t ion  de phase : l e s  i ons  n ' a t t e i g n e n t  

l e  dé t ec t eu r  que pour un rappor t  t ens ion  a l t e r n a t i v e / t e n s i o n  cont inue donné. 

Le s p e c t r e  demasse complet s ' o b t i e n t  par  augmentation progress ive  du poten- 

t i e l  t o u t  en gardant l e  rappor t  t ens ion  a l t e r n a t i v e / t e n s i o n  cont inue cons t an t .  

d )  DETECTION DES I O N S  

E l l e  peut  ê t r e  é l e c t r i q u e  ou photographique. 

1 )  d é t e c t i o n  é l e c t r i q u e  : Les i o n s  p o s i t i f s  q u i  a r r i v e n t  au  c o l l e c t e u r  son t  

n e u t r a l i s é s  p a r  des  é l e c t r o n s  cap té s  de l a  t e r r e  a p r è s  passage dans une 

f o r t e  r é s i s t a n c e .  La d i f f é r e n c e  de  t ens ion  consécut ive  au  niveau de l a  résis- 

t a n c e  r ep ré sen te  l ' i n t e n s i t é  du courant  ion ique  q u i  e s t  p a r  l a  s u i t e  ampl i f i ée .  

2)  dé t ec t ion  photographique : Z l e  e s t  u t i l i s é e  pour des  ana lyses  p r é c i s e s  

de l a  masse des fragments : c ' e s t  une plaque photographique de format 5 x 25cm 

q u i  peut con ten i r  15 à 30 s p e c t r e s  de masse ; l e s  s p e c t r e s  appara issent  s u r  

l a  plaque sous forme de t r a i t s  ve r t i caux  b ien  d é f i n i s ,  chaque t r a i t  co r r e s -  

pondant à un ion.  

e )  TRAITEMENT DES RESULTATS DE L'ANALYSE 

L ' a r r i v é e  des o rd ina t eu r s  c o n s t i t u e  une é tape  fondamentale 

de modernisation des spectromètres  de masse qu i  peuvent ê t r e  u t i l i s é s  au  ma- 

x imm de l e u r s  p o s s i b i l i t é s  ; l ' i n fo rma t ique  a ide  i ' o p é r a t e u r  à c a l i b r e r  l e  

spectromètre  de masse avec des composés de r é f é rence .  

L ' appa re i l  c a l i b r é ,  l ' é c h a n t i l l o n  e s t  i n t r o d u i t  ; l ' a c q u i s i -  

t i o n  des r é s u i t a t s  corrinience dss  que 1s balayage du c o l l e c t e w  d ' i o n s  pr 

l e  dé t ec t eu r  e s t  déclenché ; l e s  r é s u l t a t s  son t  s tockés  en cont inu  s u r  d i s -  

ques ou bandes magnétiques. Lorsque l ' a n a l y s e  de l ' é c h a n t i l l o n  e s t  terminée,  

l ' o p é r a t e u r  peut f a i r e  r e s s o r t i r  l e s  données acquises  se lon  l e  programme 

q u ' i l  a é t a b l i  au dépa r t .  



ANALYSE DES ESTERS METHYLIQUES D ' A C I D E S  GRAS 

+ Les ions moléculaires MH des e s t e r s  méthyliques d 'acides g ras  

ont des i n t ens i t é s  f o r t e s  ; on peut donc déterminer aisément l e s  poids 

moléculaires 2 p a r t i r  des ions MH+ même lorsque l a  t a i l l e  de 1' échanti l lon 

e s t  f a i b l e  ou l o r s q u ' i l s  présentent  un degré d ' insa tu ra t ion  élevé (MURATA, 

1978, T 41. 

Les diagrammes suivants  présentent l e s  spect res  de masse obte- 

nus gour l e s  e s t e r s  méthyliques d 'ac ide  s téar ique,  oléique,  l inolé ique e t  

l inolénique ( f igures  26 et 27). 



FIGURE 25 : SCHÉMA D'UN SPECTROMETRE DE MASSE 
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FIGURE 26 : SPECTRE DE MASSE PAR IMPACT D'ÉLECTRONS DES ESTERS 
METHYLIQUES D ACIDES STÉARIQUE E T  OLÉIQUE, 



F I G U R E  27 : S ~ E C T R E  DE MASSE P A R  IMPACT D'ÉLECTRONS DES ESTERS MÉTHYLIQUES 
. D  ACIDES LINOLÉIQUE ET LINOLENIQUE, 
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