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Semaine d'étude sur les méthodes chimiques de dosages
des amino-acides libres ou combinés

Les semaines d'étude sur tous les problèmes intéressant la nutrition
ont été créées il y a dix ans par M•. le Professeur TERROINE Directeur du Centre
de coordination des études et recherches sur la nutrition.

D'abord créées sur le plan national elles ont lieu actuellement sur le plan
international. Cette année plusieurs stages d'étude ont été organisés sur diffé­
rents sujets.

La semaine orgamsee à Bordeaux pir fil. le Professeur GENEVOIX, avait pour but
de faire connattre \ù! certain nombre de méthodes chimiques de dosages des amino
acides libres ou combinés - Ces méthodes sont pour la plupart employées depuis
plusieurs années.

Elles ont été enseignées à Bordeaux aux séances de travam: pratiques.
Beaucoup s'appliquent à des protéines purifiées et non hydrolysées.

Le stage avait lieu au laboratoire de chimie biologique et de physiologie
végétale de la Faculté des Sciencos de Bordeaux et le nombre des participants était
limité à 16.

Chaque journée a comporté une courte conférence d'explications suivie de
travaux pratiques.

1'introduction préliminaire aux méthodes de dosages a été faite par N.GENEVOrS
Professeur, les démonstrations par M.J.BARAUD docteur es sciences Chef de travaux;
J.LARROUQUERE assistant. M.LAFON docteur es sciences, chargé de recherches au C.N.R.S.
M.FLAVIER Ingénieur chimiste collaborateur technique au C.N.R.S.

Tous les dosages d'un programme préeis ont été démontrés et pratiqués indivi­
duellement par les participants.
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- PROGRAlvj; lE -

Lundi 23 Juin 1958
- Dosage oxydimétrique d'un mélange d'acide citrique et d'acide

malique
- Dosage de l'alanine (transformation en acide lactique)

Mardi 24 .juin

- Dosage des acides aspartique: et glutamiqu~u

(Transformation en acide malique et succinique)

Mercredi 25 Juin

- Dosage de la lysine libre
- Dosage de la lysine dans une protéine intacte

Jeudi 26 Juin
- Dosage de la cyotéine - de l'acide thiomaliqùe - du glutathion

et de la cystéineamine

Vendredi 27 Juin

- Dosage de l'histidine et de l'histamine

- Dosages iodométriGues de la tyrosine - du tryptophane de la méthio-
nine - libres ou combinés.

Samedi 28 Juin

- Dosage de l'argirine (sur les protéines)

Les principes et les modes opératoires de ces différentes méthodes sont

les suivantsl
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/ DOS!\GE D'UN iXLAHGE D'ACIDE CITRIQUE ET D'ACIDE dALIQUE 7

l - Principe

Le mélange d'acide ci trique et d'acide maliLUe est soumis à l' o::..-ydation manganique
ménagée à l'ébullition dans un ballon de godet à pH 3,3

L'acide citri,ue donne de l'acétone (1 molécule par inoJ...d'acide)
OH

1

C02H - CH2 - ,C - CH2 - C02H + 20 ~ 3 C02 + CH3 -CO - CH3 + H20
CO~

acétone

L'acide malique donne de l'acétaldéhyde (éthanol: 1 mol./mol.dac.)

C02H - CHOH - CH2 - C02H + °-) 2 CO 2 + H20

ac.malique

L'éthancl est titré par la méthode au bisulfite

L'acétone est titrée par iodomètrie

+ CH3 CHO

éthanol

Les prises dressais doivent contenir de 3 à 10 mg d'c,cides

Dans un ballon n€ Godet : fig (1) et fig.(2)

~ pa.r litre
)

20 cm3 de la solution d'acides
+ 10 cm3 de solution saturL~e phtalique - phtalate à pH 3, 2 ~ 3,4 (1)

+ cm3 de sulfate de !1n à 5%
(catalyseur d'oxydation)

+ eau ~ 100 cm3

+ pierre ponce

On porte à l'ébullition

On laisse alors tomber par l'entonnoir à robinet la solution de permanganate
N/200 à la cadence d'una goutte toutes les 2 secondes.

L' ébullition doit être assez forte pour que l'acétaldéhyde ne se trané3forrne
pas en acide acétique.

L'opération est poursuivie jusqu'à ce que la couleur brune du liquide indiqua
un excès d' oxyda...'lt.

En A. on recueille dans 20 cm3 de tampon phosphate pH 7 (2)
+ 5 cm3 de bisulfite à ~b.

(1) solutior. satur6o: Dans 700 cm3 d'eau 60 cm3 de NaoH N + 40 g. d'acide phtalique
Chauffer jusqu'à dissolution - laisser r8froidir - vérifier le pH et l'ajuster
à pH 3,3 ensui te cO:1plèter au litrü.

(2) Tampon phosphate à Ph 7 = 15 g. de 1'04 H N02 2 H
2

0

+ 3,35 g. de PO, H,..,K
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Le liouide A est séparé en 2 parties.

Dans la 1ère partie on dose l'acétaldéhyde provenant de l'acide malique.

Dans la 2è partie on dose l'acétone provenant de l'acide citrique.

~~::~_ffi::!~~_ - Dosage de l'acide malique

!
2

+ 5 cm3 de Hcl 2 N

+ liqueur d'iode N/100 contenue dans une burette, en présence d'mmpois
d'amidon jusqu'à couleur bleue.

Puis on chauffe vers 50° jusqu'à disparition de la couleur bleue (ici on détruit
à chaud la combinaison bisulfitioue de l'acétone).

On rajoute alors à chaud la liciueur d'iode 1~/100 jusqu'à lZauleur bleue persistante.

On refroidit •

..:Dn passe alors en milieu alcalin Ph = 8,2 en ajoutant la solution alcaline boratée
(30 g. d'acide borique + 40 g. de NaoH par litre) jusqu'à virage au rose p~le de la
phtaléine, et on titre S03 H Na par l'iode N/100 contenuŒms la burette - en présence
d'empois d'amidon jusqu'à couleur bleue.

(titrer rapidement - le dérivé sulfitique de l'acétaldéhyde n'étant pas stable en
milieu alcalin).

Calculs cm3 d'iode N/100 correspond à 5 micromol. d'acide mali4ue.

Si on a versé 16 cm3 d'iode par exemple on a dans la prise d'essai de 10 cm3 :
16 x 5 micromoI. d'acide maliqu8 ou par litre de solution : 16 x 5 x 1.000 = 8.000 micromol

10
= 8 millimal

d'ac.malique

2è~arti~ - ~o~~e de l'aci~e citrique

1 + 4 cm3 de 80
4

H2 au tiers (~N/10)

+ 10 cm3 de riln 0
4

K 2 N.

On laisse 45 minutes à froid dans le flacon bien bouc~lé

Après ce temps on ajoute une solution saturée de sulfate ferreux jusqu'à
disparition de la coloration du ~ln 04K (il Y a réduction du permenganate).

On distille (dans l'apparGil dessiné dans le§~ode opératoire)

~ quart du liquide environ - l'Acétone distille dans 5 cm3 de NaoH 5 N.

L'acétone est titrée par iodométrie - On ajoute 50 cm3 d'iode N/100 qu'on laisse
arir· 20 minutes.
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On passe en milieu acide + 5 cm3 de S04H2 N/10 (au tiers)

On titre l' i ode un excès par l' hY~lOsulfite N/100 en présence dl empois d'amidon
jusqu'à décoloration.

Calculs - Iode cn excès: 19 cm3 par exemple

- Témoin: 50 cm3 d'ioda sont consommés par 47 cm3 de S203 Na2 N/100

On a donc 47-19 = 26 cm3 d'iode consomwés par 1'~cétonQ

cm3 d'iode N corrvspondent à 1 Q~quivalGnt

N/100 à 0,01 milliéquivalent

= 4,3 mol. d'acétone ou d'acide .ci.triquu,

tion.

On a : 0,01 x 26 milliéquivalcnts d'iode consoœmés

Or 1 mol. d'iode corr~spond à 1/6 mol. d'acétone

On a donc (0,01 x 26 xl) mol. d'acétonG dans l'essai et dans un litre de solu­
6

0,01 x 26 x 1 x 1000
6 x 10

*

* *

Ré(érences: RIBEREAU GAYON El' PEYHAUD - Analyse et contrôle des vins
2è édition BEHjJ~GER 1958,
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Lj'&lSA.GS DS L' ALilNlNE - TRANSFORblJ.TION EH aCIDE LLCTIQUE 7

l - Pr~~fi~: On ramène le dosage de l'alanine à colui de l'acide lactiquo en
pratiquant une d(Jsamination suivnnt la tccimiquo de Piria.

Pour avoir une désamination quantitative et rRpide à l'ébullition, l'expérience
montre qu'il faut opérer en milieu sulfuriquo norLul et ajouter goutte à goutte
du nitrite de soude à 15% en grand excès p~r rapport aQê fonctions aminées à
doser mais en quantité très insuffisante pour saturer tout l'acide sulfurique.
L'excès de N0

2
H est détruit simplement en maintenant l'ébullition 15 mn. après la

dernière affusion de nitrite.

CH3 - Cp
NII2

aladine

+ NOOH ~ CH
3

- C~ - C02H

OH

ac.lactique

+

On dose eJ~11ite l'acide lactiQue poroé par oxydioétrie en Bilieu pcrmanga-

C:9:
3

- CU:CTT -C02~I +

ac.lactique

o -T CH
3

CHO

éthanc,l

+

L t éthan\.l est t±tré p3.r la rué thode au Bisulfite:

FO~_ution ~e comè"n~ison bisulfitique à pH = 7 - Destruction de l'excès
j? bjsulfite Far lliode à pH = 2,libération du bisulfite coobiné à l'aldéhyde
à p~I = 8,2 et dosage de ce bisulfite p~ l'iode.

Dans un ballon de Godet Sllne réfrigérant

20 cm3 de lé: solution dl alanine + un peu de pierre ponce

+ 10 cm3 de S04H2 10 N

+ goutte à goutte 20 CI:l3 de Nitrite do soude à 15%(150 g.par litre)

On chr.uffe à douce ébullition Gn ajoutant le nitrite goutte à goutte
On chaufi'e ensuite 15 Llinutos pour détruire l'excès de N02 H

On dose 11 acide 1:J ct"J r;l1.p, formé }Xlr oxydfmétrie.

On met le réfrigér~nt - on ajoute 10 catalyseur d'oxydation

(+ 1 cm3 de SO4 IVln à 5 %
(+ eau -) 100 cm3

(+ goutte à goutte ~m 0 K N/100 ou N/200 à l'ébullition
forte mais en allant le~teuent



d'acide lactique Si on a versé 16 cL,3
20 cm3 "1 16 x 3 microrJ101 dIacide

- 7-

On recueille le distillat dans 20 cm3 de tampon phosphat6 (15 g P04 H Na2 2H20~P.

il,; ,.1'. + ( 3,35g. de P04 H:f )1-

+ 5 cm3 de bisulfite à ~

+ 5 cm3 de Hcl 2 N

+ iode N/100 dans une burette en présence
d'empois d'amidon jusqu'à apparition de couleur bleue.

On F. ~ensuite on ~ilicu alcalin Ph = 8,2 en ajoutant la solution alcaline
boratée (30 g. d'acide borique + 40 g. de NaOH par litro) jusqu'à virage au rose de
la phtal~ine et on titre SO H Na par l'iode N/100 contenu dans la burette en présence
d'empois d'amidon jusqu'à c6uleur bleue(soit 16 co3 d'iode) (titrer rapideuont le
dérivé sulfitique do l'acétaldehyde n'étant pas stable en milieu alcalin).

Calculs ----

1 cm3 d'iode N/100 correspond à 5 ~icromol
d'iode par exewple on a donc la prise d'essai de
lactique ou par litre de solution.

16 x 5 x 1000
20

*

* *

= 4000 rVI.icro,ol
= 4 [ûlliool d'2cide lactique ou d'ala­

nine
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/ roSAGE DES ACIDES ASPARTIQUES ET GLUTiJvlIQUES - TRlJ~SFORH.ATION EN L.CIDE ll.ALIQUE
ET SUCCINIQUE!

1) Principe

On ramène les dosages des acides aspartiques et glutaniquGs à ceux dos acides
maliques et succiniques en pratiquant une désanination suivant la technique do Piria.

On opère en milieu sulfurique et on ajoute goutte à goutte à l'ébullition du
nitrite da soude en grand excès par rapport aUX fonctions !lL1in80s à doser !Jais en qU8l1ti tés
très insuffisantes pour saturer tout l'acide sulfurique.

L'excès de N02H est détruit simpleQont en maintonant l'ébullition 15 mu. après la
dernière affusion de nitrite.

CO H - CH - CH - CO H +
2 1 2 2

NH
2

ac.aspartique

N02H ---t C02H - C~ _CH2 - C02H + N2 + H20

OH

ac. mlique

On dose ensuite l'acide nalique formé par oxydisètric Oll nilieu perL1angnniquo

COtI _CH OH- CH2- C02H + 0

ac.malique

~ CH
3

CHO +

éthar è1.

+

Lléthanal est ensuite dosé par la méthode au bisulfite

Pour l'acide glutruoique on a:

C02H - IH - CH2 - CH2 - C02H

NH
2

ae. glut8.t:lique

CO H - CHOH - CH -
2 2

ac. oxyglutarique

Une oxydation permanganique transforme celui-ci en acide succinique que l'on dose
par la méthode classique au sulfocyanure.

ae. oxyglutarique

11 - Mode opératoire

1 Dosage de l'acide glutaoigue 7

ne. succinique

La prise d'essai doit contenir de 100 à 500 micrOElolécules d'acide glutamique.

Dans un ballon à distiller de 250 cm3

1:
50 cm3 de solution dIacide
1 cm3 de S04 H2 10 N.

10 cm3 de ~in04K saturé (2 N)

glutamique

On fait bouillir 15 minutes exactement à l'air libre.

On détruit l'excès de ~m 04 K (après avoir refroidi) par du bisulfite concentré
003 H Na
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On neutralise S04H2 par KOH - 10 N en présence de thymol sulfo~phtaleine

(virage du rose ~jaune à Ph 1,9)

On évapore presqu'à sec mais pas tout à fait.

On ajoute 250 cm3 d'éther - on décante - on recueille l'éther et on le distille
après avoir ajouté 10 cm3 d'eau.

L'acide succinique reste dans les 10 cu3 d'eau - après distillation de l'éther.

On neutralise exacte!Jent par NaoH N/10 en présence de phénolphtaléine.

+ -l~ goutte d'acide acétique H/10
1

+ 50 cm3 de nitrate d'argent N/10

On complète à 100 cn3 dans une fiole jaugée et on attend 15 ninutes. On 0. un précipit
de succinate d'Ag. On agite et on filtre seulenent 50 co3 du filtrat.~ ajoute 2 cm3 de N0

3
H

pur. + 1 cm3 d'une solution d'alun ferrique

On titre par le sulfocyanure de potassium N/20 jusqu'à coloration rouge.

Calculs

On verse 37,2 cm3 de sulfocyanure p~r exemple.

On a: 50 - 37,2 = 12,8 cm3 de N0
3

Ag N/10

conso~~s '1
mil. ru •

1 cm3 de N0
3

AG N/10 = 0,1 Eq. = 0,05 '.: ,Eq.
do N0

3
Ag. d'acide Succinique

contenus dans 50 cm3 de snlution

On a donc:
12,8 x 0,05 x 1000

50

1 Dosage de l'acide aspartiguel

On neutralise par NAOH 1 ':Ü/1 0

Elil.
= 12,8 Eq. d'acide succinique par litre

de solution

après désaoination en présence de broDaphénol
bleu.
Précaution: ne pas ajouter trop de soude pour ne pas précipiter le manganèse du catalyseur
d'oxydation.

On fait l'oxydation permanganique dans un ballon de God.et cor.uJC il est indiqué dans le
chapitre "Dosage d'un mélange d'acide ci tric~ue et d' aciùe ualique". et on continue comme
il est indiqué dans ce dosage avec la différence suivante:Il est inutile de chauffer à 50°
comme il est indiqué, car on n'a pas d'acide citrique.

*

* *
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/ DOSAGE DE LA LYJINE LIBRE 1

1) Principe du dosage

La lysine est un acide woiné basique

N H2 - (CH2) 4 - CH - C02H

~ Ntr2
On fonJe le complexe cuprique 3ur la fonction acide

On le conplexe ensuite avec uno aldéhyde aromatique: soit la nitrobenzaldéhyde

N02 C> CHa

à raison de 1 Qolécule d'aldéhyde pour une nol. de lysine - On a un couplexe inso­
luble - que l'on sépare - purifie et redissous dans Hel dilué.

L'acide chlorhydrioue le décoQpose en ses 3 constituants - cuivre - lysine - et
aldéhyde.

On peut alors doser: soit l'aldéhyde
soit le cui'VPo

n) lVlode opératoire

Dosage de l'aldéhyde

On fait un dosage titanométriqu8

+ 6 H~ J\iH2<_ ) CHO +

en milieu:
Ti C14 + H Cl ~ Ti C14 + H

Cette réaction d'hydrogénation se fait de préférence en para - C'est pourquoi
on a choisit la paranitrobenzald6hyde.

On doit travailler en atLlosphère de CO2 avec '.les burettes autoI:.18.tiques - La
réaction est très sensible.

Avec de très f8.ibles quanti tés de lysine on emploie de la di Di.trophénylhy­
dr'azone

+ 24 H
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On a 24 hydrogènes pour 1 001. de lysine.

Dosage du cuivre -

a) Formation de l'hydroxyde de cuivre -

+

~ 5 cm3 de 3<\ Cu à 40 g/L

( 5 cm3 de NaoH N.

On filtre - On éliuine l'excès do soude par lavage.

b) 20 cm3 de ~olution de lysine à Ph = 8 (ajustée au pH oètre )

+ le précipité de Cu (OH)2 ramaosé avec un agitateur

On mélange et on laisse 10 oinutes

On filtre pour éliuiner l'excès de Cu (OH)2 et on passe au conplexe aldéhydique

c) On prend la moitié du voluo8 initial (Soit 10 c03 = 1r/2

+ 5 crn3 d'alcool à 95°
+ 5 crn3 de nitrobonzaldéhyde à ~/o dans l'alcool

On ajuste à pH - 8,9 avec NaOH N/10

au pH ihètre ou avec la thyrnolsulfonephtaléine
(jaune~leu à pH 8,9) Le précipité est gris

On laisse 1 heure. Si le précipité devient blanc .On rajoute une goutte de soude.

d) On filtre le précipité et on lave plusieurs fois avec l'alcool à 50° - On
élinine ainsi l'excès de paranitrobenzaldéhydo.

Sur le filtre on ajoute 5 cm3 de Hcl N/10

On recueille dans une fiole jaugée do 25 cm3 et un conplète à 25 cn3.

e) Dosage du cuivre -

10 crn3 du filtrat (soit ~ )
+ 2 crn3 de KCNS N/50 - on agite
+ 2 cm3 de pyridine
+ 10 cm3 de chlorc2 orme

On a une coloration verte qu'on spectrophotornétrie à 720 ~

On trouve ainsi - 20 mg de lysine dans l'échantillon de départ.

*
* *
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1 roSAGE DE LA LYSINE DANS UNE PROTEINE INTACTE 7
l - Principe

En Qilieu alcalin le sulfure de carbone réagit sur les amines priQaires selon
la réaction d'Hoffnarm pour donner un dérivé dithiocarbamique

~S
R - NH2 + CS2 ~ R - N H C

......... SR

acide dithiocarbamique

que l'on meut doser par l'iode.

R - SR + 4 l + 2 H20'"'"-7!t :': SO~H-''+4I H

dérivé sulfinique

On titre de cette ùanière tous les NH
2

libres de la protéine.

On titre ainsi les NH
2

en position W de la lysine

et les NH2 ~ teroinaux dans la protéine

Mais ceux~i ne sonstituent que 0,2 à 0,4 %de 18 protéine par rapport à la lysine.

Précaution: Si on fait tonber l'iode dans le dithiocarbamate - la réaction
est lente; au contraire lorsqu'on fait tomber le dithiocarbar:Jate dans l'iode la réaction
est rapide et on a donc intérêt à opérer de cette façon.

Il - Mode opératoire

20 cm3 d'une solution de caséine à 2,5 g/litre

+ 5 Bm3 d'une solution N de tampon boratée à Ph = 9,2 - 9,5

+ 5 cm3 de S2C,

On laisse au bain marie 2 heures à 55° avec réfrigérant à reflux.

On laisse refroidir.

Dans une ampoule à décantation on enlève le sulfure de carbone (couche inférieure)

Dans un flacon bouché émeri contenant 25 cm3 d'iode N/100
+ 10 cm3 d'acide acétique pur, on verse le

liquide qui se trouve dans l' aIapoule.

Puis on agite 20 oinutes dans le flacon bouché avec un agitateur magnétique.

On verse 25 cm3 d' hhposulfite N/100 - on agite 5 cinutes et on titre l'excès
d'hyposulfite par l'iode N/100.

On fait égaleoent un témoin:

On attend 20

(
(
(

+
+

20 co3 de caséine
25 co3 d'iode N/100
10 cm3 d'acide acétique

Qinutes en agitant.

pur
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+ 25 c03 d'hyposulfite N/100

On attend de nouveau 5 ninutes

Calculs

Nous avons versé pour l'essai 11 co3 d'iode N/100
pour le témoin 2 co3

On a donc:
11 cn3 de l N/100 pour la lysine + autres acides aminés
2 crJ3 de l N/100 pour les autres acides aLinés

soit: 9 cn3 de l N/100 pour la lysine seule

9 co3 d'iode N/100 conso3rJés correspondent à 10 x 9 nicro équivalents donc
à 10 x 9. l' 1 d R NH4 n~cromo ecu es e - 2.

On aura donc 10 x 9
4

soit 3,29 mg de lysine

x 0,146 r.~. de lysine qu'on rapporte à 100 g. de protéine.

Dans 20 co3 de solution de caséine à 2,5 g/litre on a 50 Dg ,'e caséine.

On avait donc 6,5~ de lysine, dans lu cuséinc.

*

* *
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! roSAGE DE Lb. SYSTEINE - DE L'ACIDE THIŒ'IALIQUE ET DU GLUTATHIMI!

1) Principe

tHS'-CH - CH - CO Hv-.:::J 2 / 2

NH
2

CY~1yne
CH

12
CH -NH- CO
1 1

CO (CH2) Glutathion
1 1

NH CH - NH2, ,
CH2 C02H

1

CO H
2

CH - C0 2H
t

@

On utilise l'aptitude roactionnelle d'un groupe SH vis-à-vis d'oxydants tels
que: iode) - (dichlorophénol - indophénol.)

SO~.

L'oxydation se fait aux dépends de l'eau, le groupe SH deven~nt SO H, S02H

Dosage du groupe SR par l'iode

On introdUit le dérivé sul~drilé goutte à goutte dans une solution d'iode
N/100 on excès.On constate une réduction partielle et rapide de l'iode. L'iode
est titré en retour par une solution 3

2
03 Na2 N/100.

à Ph = 3 la systéine conSOQme 4 iodes p~ molécule

dérivé sulfinique

à PH = 6 le glutathion - la cystéineaLJino consonoent 2 iodes par Qolécule.

R SR + 2 l + H20 ---t R- SO H + 2 l H

dérivé sulfénique

à Ph = 6 l'acide thioQalique consoome 6 iodes par Dolécule

+ 61

11 - Mode opératoire -
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(1) Dosage de la Cystoino (1)

Dans un flacon émeri de 250 cn3 on met 25 cm3 d'iode N/100 acidifiés p3.r
5 cm3 de CH

3
CO

2
H pur.

Puis on fait tomber goutte à goutto et en agitEUlt sur agitateur magnétique,
5 cm3 d'une solution de cystéine (au onximum M/200) On l~isse réagit 20 minutes,
puis on titre l'excès d'iode par l'hyposulfite en présence d1eopois d'amidon.

On fait dans les mêoes conditions un témoin en remplaçant la cysteino par 5 cm3
d'eau distillée.

Calculs -

Nombre de cm3 dlhyposulfite versés pour l'essai: 13 cm3
Il Il "11 pour le témoin 24,6 CIJ3

cm3 dliode consonnés par la aystéine = cm3 d'hyposulfite consonnés

soit 24,6 - 13 =11,6 cm3 c'est-à-dire Il.6 'Il' l d'1.'ode.100 Dl. 1.00.

Or. 1 cystéine correspond à 4 iodes.

On a donc: ~ mil. mol. de cystéino dans l'essai
400

Et dans un litre de solution de cystéine ou a:

11,6 x 200 - 5,8 milmol de cyst6ine
400 -

(2) Dosage de l'acide thionaligue

Dans un flacon émeri de 250 cm3 on lJot 50 c03 d'iode N/100 + 5 cm3 de tmJpon
citrique N à Ph = 6

On fait tomber goutte à goutte en agitant 5 c03 de solution de thiomalate
(au maximum M/200) on laisse réagir 20 minutes.

Naz,
Puis on titre l'excès d'iode par 520

3
\N/100) en présence d'empois d'anidon.

On fait un téQoin dans les mernes conditions.

Calculs -

Nombre de cm3 d'hyposulfito versés pour l'essai: 34 cm3
pour le témoin: 49 cm3

cm3 d'iode consonnés par llac. thioI:lalique = co3 d'hyposulfite consornoé
soit: 49-34 = 15 cm3 c'est-à-dire 12- 'Il' l dl' d100 fil 1.mo. 1.0 e

Or 1 acide thiomalique correspond à 6 iodes

On a donc 12- millimol. d'acide thioI:lalique dans l'essai
600

Et dans un litre de solution dIacide thiomalique on a:

15 x 200
600 "" 5 Diluol. d' ac. thionalique
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3) Dosage du glutahion dans un bouillon de levure:

Dans un flacon é::Jeri de 250 cc on Llet 20 003 de dichlorophénol...indophénol
N/500 (tanponné à Ph = 7) puis goutte à goutte en agitant, 5 co3 de bouillon de levure
Attendre 20 oinutes - On titre l'excès de réactif par 80

4
Fe N/500

On trouve n crJ3 de sulfate de fer

On a (20 - n ) CrJ3 de colorant N/500 consoOLl.é

Essai térJoin T On opère de !J~L1e Dai 8 avoc 5 cn3 de .3ouillon de levure dans leq,uel
le glutathion aura été préalableoont bloqué par 1 co3 de brooacétate de Na N/5
en Bilieu bicarbonaté en 15 Llinutes,4

Soit (20 - H ) co3 de colorant N/500 consonné

La différence M- n correspond au glutathion.

*

* *



~OSAGE DE L'HISTIDIl~ 7
1) Prineipe

On dose l'histidine par colorimétrie après formation d'un diazoïque, d'après la
réaction de dia~~Jtation de PAULI.

L'inconvénient dans ce dosage est la présence de tyrosine. On supprirue l'action
de la tyrosine - soit par nitration préalable, soit par action directe du chlorure
de diazonium de la parabromaniline.

a) Njtration

Le mélange tyrosine histidine, est traité par N0
3

I1 au t à l'ébullition - Il se
forme un dérivé jaune de la tyrosine.

}1Q

HOP-2) CH
2

- CH - CO
2
, dérivé nitré de la tyrosine

~O' 1
l, 2 NH

2

On traite ensuite par le c~Llorure de diazonium de la parabromaniline.

L'histitine donne un dérivé rouge orangé.

On sépare les 2 dérives par leur solubilité diff8rente dans le; pentanol -" le
dérivé jaune de la tyrosine étant insoluble dans celui-ci.

b) action directe~u chlo~r~e diazonium de la parabroaniline

On a un dérivé rouge orangé de l'histidine et un d6rivé de la tyrosine. On sépare
les deux par le pentanol.

Il Mode opératgire

Dosage de l'0~~tidine en solution pure par diazotation directe -

a) préparation du chlorure de diazonium de la parabromaniline

Ce mélange se fuit dans la glaCé et ùoit être conservé à 0° Il est préparé au
moment de l'emploi car sa durée de conserv~tion est faible.

Dans un tube à essai.

10 cm3 de parabrooaniline M/2 dans

+10 cm3 de NO}Ja ài g/li tre
+ 2 cm3 de HCr N/10

H61N/10Y
)
) Dans la glace 15 ~inutes

)

5 cm3 de solution d'histidine de 4 à 20 og/ litre

+ 2 cm3 de chlorure de diazonium fraichement pr6paré
+ 2 cm3 de solution alcaline boratée à PH 9,4

(40 g de NaŒI/litre + 30 g de B0
3
H

3
).

On laisse au bain de glace 30 minutes

On a une coloration jaQ~e.



c) DaHu WJC :1L~;(jU:o à d5c':l.ntD.ti()Il - on rince 10 tube nvec 2 à 3 cm.... d' eau + 20 cm'"
de pentanol • La couleur pasoe dans 18 IBntanol • On comp9.re à des étalons au spectro
photocolorimètre à 546 ~)

Dosage de l'histidine dans une protéine

a) préparation du chlorure de diazonium de la parabrooaniline

Dans un tube à essai et dans le bain de glace

5 cm3 de parabroDoniline M/1000 )
) on laiose 15 Lunuteo+ 1 cm3 de nitrite de soude à 1 g. IDr litre

b) Dans un autre tube à essai

3 cm3 d'eau
+ 5 cm3 de solution de caséine(1)
+ 1 cm3 de solution alcaline: boratée à PH = 9,4

On laisse une heure Dans ces conditions la tyrosine ne réagit pas - On a
une coloration non extractible par le pentanol.

On dilue de Doi tié Gt on fai t la lecture dir8ctel.18nt au spectrophotocolorimètre

Dosage d'un mélange d'histidine et d'histauine

On se place en milieu alcalin - Dans ces conditions l'histidine est bloquée
et ne peut ~tre extraite par le pentanol.

Dans une anpoule à décantation.

5 cm3 de solution d'histidino et d'histauine

+ 2 cm3 de KOH 5 N.

Ext~ire 3 fois par 5 c03 de pentanol - en ayant soin d'ajouter quelques
cristaux de Cl Na pour eop~cher l'éDulsion.

On décante et on reprend les 15 co3 de pentanol par 5 cu3 de HCl N/10.

On décante de nouveau et on prend 2 cD3 de la couche chlorhydrique.

2 cm3 de cette solution
+ 2 cm3 de C0

3
Na2 anhydre à 10 g/litre

+ 1 cm3 de chlorure de diazoniun N/200 préparée comme pour l'histidine pure.

Si on a apparition d'une
l'on dose alors colorinétricuenent

coloration rouge orange on a de l'histanine que
(2)

(
( +

~ :
(2)Dosage

(1) la solution de caséine est préparée de la [lanière suivante

1 g de caséine (de 20 rilg à 1 g par litre pour la gaoue d'étalormage)
100 cm3 d'eau

ta cil3 de C03 Na2 anhydre
eau jusqu'à 1000 cc.
On agite jusqu'à liDpidité

colorimétrique de l'lùstanine par Jacques BARAUD et L.GE~~VOIS,Bull.Soc.chim.France1956
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/DOSAGE PAR L'IODE DE LA TYROGINE DU TRYPTOPHJù~E ET DE LA ~ŒTHIONINE 7

CH2 - C~ -C02H + 2 IH

NH
2

4 l+CH
!

NH2

l - Principes du dosage

1) La tyrosine La tyrosine, en présence d'w1 excès d'iode, donne un dérivé dans lequel
2 iodes sont substitués sur le noyau: la 3,- 5 diiodotyrosine

/1

HO(~>
"­

l

Cette réaction est forteoent influencée par le Ph.

Le temps de t réaction est d0 l'ordre de 15 oinutes pour Ph ~ 6 - 6,2 • ~our
des Ph inférieurs la réaction est beaucoup plus lente ct pratiqueoent nulle au
dessous de Ph =4

Pour des Ph sup6rieurs la réaction est rapide œis 10. ruantité d'iode oonsor:ll'lé
est très supéril.'Ure à la quant:i.té th~orique. il y a fOX'Œtion d'iQda,.."lineEl et d'autres
réactions. Pour Ph =6 - 6,2 la réaction est tenlinée à 1% près au bout de 2 heures.

2) Le tEXEtorhane
par molécule nais
de la tyrosine. Il
de IH.

oonsomme lui aussi des quantités notables d'iode (6 atomes d'iode
il ne se fait pas de dérivés de substitution CODDe dans le cas
y a destruction de la molécule, et les 6 iodes se retrouvent à l'état

La réaction est très rapide - presqu'instantanée, et n'est que peu influencée
par le Ph du moins entre Ph =4 et Ph = 6

En milieu plus acido elle se ralentit, pour être pra-+;i:uooent nulle à Ph =
1,0 à 20°.

3) La méthionine - La oéthionine en Dilieu neutre donne un complexe avec 2 atomes
d'iode, lesquels sont libérés quand on repC<'lSSeen l:lilieu acide.

Le complexe iodocéth1onine se fOrQo encore pour les Ph de 4 à 6.

CH
3

- S - CH2 - CH - C02H,
4) Les autres amino-acides NH2

(gr. 1 et 2)

(Héthmonine pu
(S - oéthylhooocystoine

a) cystéine et hODocystéine; réagissent avec l'iode qui ozyde la fonction - ~H
On bloque la cystéine par la brooacétate de Na et on élii~ne airsi cette cause
d'erreur.

b) Histidine susceptible de fixer 2 iodes sur la double liaison du noyau ioidazol.

Entre PHd et PH, cette réaction est lente et en 2 heures à PH = 6 l'histidine ne fixe
que 10% de la quantité théorique d'iode~

A ces PH la réaction est proportionnelle au temps.

c) les autres amino-acides (alanine-leucine-phén?lalanine-arginine-lysine-asparagine­
acide aspp~tique-acide glutaoique -sérine-thréonine) ne consoooent pas d'iode,en 2
heures à 20° à PH 4 ou 6.
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11 Mode opératoire

1) Iode consOIT]';; par la SOCJIJG tryptophane

+ tyrosine )
+ L1t!thionino)
+ histidine )

Dans un flacon éneri à large col de 250 cc on ~_!et 10 CLi3 cle taLlpon ci trique N
à PH = 6,0 - 6,2

+ 10 cm3 de la solution à doser
+ 50 cn3 d'iode N/100

On laisse réagir 2 heur(js puis on titre l'iode en excès :ml' S203 Na2 N/100

Soit T co3 l'iode consor~o

2) Iode consoffiDé par la néthionine

Dans le flacon pr;îcédent après avoir e.jouto T cn3 on ajoute onsui te 5 cm3
de Hel au t pour passer en ; ilieu acide (PII = 1) L' iocle lié à la L1-6thionine ost entiè·­
reDent libéré au bout de 10 uinutes à 20°. On titre alors par S203 Na2 N/100. soit 11 8D3
correspondant à la néthionine

3) Iode consomné par le tryptophane

Dans un flacon éueri de 250 on net: 10 œ3 de taDpon ci trique à Ph lI·
+ 10 cD3 de 12 soh;.tion à doser
+ 50 co3 d'iode N/100

On laisse réagir 2 huuros

On acidifie par Hc1 pur 2 cn3 on attond 10 sinut8s et on titre l'excès d'iode
par S203 Na2 N/100 en opérant très rapiclenent

soit N 003 d'iode COnSOl.IDO

4) Iode consomné par l'histidine

Dans un flac on do 250 cc on Dot : 10 cn3 do tru:l pon ci trique N PH :;: 6 ... 6,2
+ 10 cD3 de 10. solution à doser
+ 50 cu3 d'iode N/100

On laisse réagir 3 heures au lieu de 2 heures

Soit T,la quantité d'iode consou~é

2 ( TI - T) représente l'erreur due à l'histidine à retrancher de T cl'après
le schéDa suivant (graphique 3)

~ Pour élioiner l'erreur due à la cystéine - voir dosage de la cystéine.
Pour avoir un dosage correct - utilis()r un excès cl' iodo égal au noins à la quantité
d'iode totale fixée - Dans les conditions docrites ici il faut avoir 501-2 T.
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111 Calculs -

1) Si T = 21,9 cm3

Le nom,re de cm3 d'iode consomoés par le mélange est 50 -,21,9::: 28,1 cm3.

2) Le nombre de cm3 d'iode consowrûés par la néthionine est M= 6,1 cm3

3) Le nombre de cm3 d'iode consommés par le tryptophane est (Si N = 31,2)
50 - 31,2 = 18,8 cn3

4) La tyrosine a donc conso~~é:

28,1 - 6,1 - 18,8 == 3,2 cn3

Méthionine

6,1 cm3::: 61 ~ éq. ::;; ~1 = 30 'f moL == 3,05 mol./litre

Tryptophane

18,8 cm3 ::: 188., éq. ::: 1~8 - 31 'f mol. ::: 3,1 DIilol./litre

Tyrosine
3,2 ::: 32 y éq. = 3~ = 8 , mol == 0,8 onol./litre

*

* *"

Références: J.BARAUD et L.GENEVOIS Bull.Soc.Chioique 1955 1499 et chimie anEùytique

1956-38 - 87.



1 DOSAGE DE L'ARGI1'1lNE SUR LES PROTED1ES 1

1 - Principe

En milieu alcalin d'arginine est d6colJ.lposée avec forQ.ation d'orthinine et
d'urée.

(ld II

...
~

NU

Urée

c
1

--l'--NH - (C-H) - CO II232

Orthinine

L'urée se décompose irllédiateuent avec foroation d'anooniaque que lion dose.

Dans ces conditions, le groupe o(mJiné résiste parfaiteL~nt à l'action de
KOH de lJ1~me que la fonction aninée de l'orthinine forDée.

L'attaque alcaline se fait aussi bien sur l'arginino combinée que sur
l'argininc libre et perlJ.let de titrer cet acide ruJiné dirGctenent dans une protéine.
lvIais dans une protéine l' arginine n'est pas seule à libérer de l' aL1IJoniaque dans
ces conditions.

L'azote amidé (asparagine et glut&line) en libère -- Qais tandis que l'ar­
ginine nécessite une h, drolyse de 2 heures en milieu KOn ;:;ri - l' aspartgi.ne et la
gluti.imine sont totaleE13nt hydrolysés en 25-30 Ilinutes - en rJilieu acide.

Certains acides aminés (cystéine, tryptophane, sérine) libèrent aussi un
peu d'ammoniaque r~is cette libération est proportionnelle au temps, de sorte qu'il
est facile de la soustraire en faisant un dosa~e après 2 heures d'hydrolyse
(argi~ne + azote amidé + autres acides aYlinés) et après 4 heures (arginine +
azote amidé + 2 fois la Quantité précédente due aux autres alJ.linoacides).

Il - Modeppératoire

Dans un ballon de god8t on net:

( 1 g. de gluten
(+ 25 cm3 d'eau
(+ 25 cm3 de KOH 10 N
(+ 1 g. de paraffine pour éviter la forœtion de ool1ss e

On chauffe doucement après avoir nis le réfrigérant et on oaintient l'éllUl:e
lition pendant 2 heures (1)

L'anDoniac qui distille est recueilli dans un erlenneyer contenant 20 cn3 d'
acide chlorhydrique N/10 coloré en rose par le roug8 ùe Déthyle - On doit avoir
un excès de HCl jusqu'au bout de l'opération.

On titre ensuite l'excès de Hel 1'1/10 par Ha OH N/10
._....~______ _L .._ _

(1)(1) Pendant toute la distillation-on introduit goutte à goutte de l'eau distillu8
dans le ballon - par l'ampoule latérale, de façon à avoir un voluoG constant.
Sans cette précaution on ris~uGrait de concentror la potasse et d'at~ luer los deux
autres fonctions ~inées de l'argirino.
Bibliographie: T.D. OSBORNE-G.S.LEAVENWOHTII et C.A.Bfu'\.UTLECHT(Ann.J .PhvR'Î0..1qOR-
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Pour avoir la quantité d'arginine on doit déduire ll~~oniaque libéré par les fonc­
tions allidées.

Dosage de l'azote amidé

On fait une hydrolyse en milieu acide

Dans un ballon de 250 cm3 avec réfrigérill1t a reflux

1 g. de gluten + 100 cm3 de HCl N.

On fait bouillir pendant 1 heure.

On neutralise par la magnésie en pr~sence de phénolphtaléine

On distille ensuite l'aomoniaque retenu sous fonJe de chlorure d'mJQoniun.

On le recueille dans HCl N/10 pendant t heure

On titre ensuite l'excès de HCl N/10 par NaOH N/1ü

Dans ce mode opératoire la difficulté est de ne ras uettrc un excès de uagnésie ­
et de chauffer très doucement pour distiller l'aouoniaque. On doit éviter la fo~ation

de mousses qui risquent de faire éclater le ballon.

Dans le cas de mousses oh doit arr~ter ir!1l.'1édiatenent le chauffage.

Renseignements coopléoentaires

Extraction des protéines végétales

Exemple - Extraction des protéines des feuillas vertes.

On met les feuilles dans un bocal fern~ avec un pou d'éther éthylique restifié - On laisse
1/4 d' heure.

L'éther dissout l'enduit cireux dos feuilles éOt éth~rolyse les tissus.

On effectue un pressage.

Les chloroplastes passent très peu. La chlorophylle resto dans la feuille. Les pro­
téines cellulaires passent avec l'éther. On filtre sur toile de nylon fine.

On distille l'éther - BY.% des protéines de la feuille sont extraites par ce procéd~.

On les purifia ensuite par les oéthodes classiques (précipitation par le sulfate
d'ammonium ou l'alcool à 80 %ou l'acide olioracétique) •

..
.. ..
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CONCLUSION

Actuelleoent les néthodes appliqu8cs nu laboratoire de noroalisation pour le dosage
des acides aoinés sont des néthodes de chromatographie bidi~nsionnelle sur papier4 béthodes
qui dosent SÜlul tanéoent ,10 acides Clninés à ln fois. S' f le tryptophane que l'on dose iso­
lément par colorimétrie.

Dans certains cas il est intéressant de vérifier cortains rGsulbts douteux ou ",nor­
DaUX Sé.ll1S reCOr:1'Jencer l' an.alyse chroOc';. togrnphiquc cOLlplète.

La seoaine d'étude sur les ..'éthodes clli:::iques de dose.ge des anino-acides nous a ~ppor­

té de nonbreux renseigneiJents qui donnés par des spécialistes nous éviteront de ttltonner.

Cependant on doit signnl~r ici que le dosage Chilliquc de cGrtains acides m~inés COJ~e

les leucines - isoleucines la phnylalanine et la valine n'est pas encore au point et ne
nous a pas été enseigné.

On doit signaler égaleuent que certains acides ru~in~s cooüe le tryptophane,-pour
lequel la néthode chimique coloriuétrique eL1ployée actuellel.lent ::lU laboratoire ne donne
pas entièr~ satisfaction,- sont très difficilos à doser ~~r cette voie.

En effet le dosage du tryptophane doit ôtre fait très rapideDent et présente
des difficultés telles que les résultats trouvés par les 16 participants ont 6té tout à fait
disparates.

D'autres acides aL1in~s conr18 l'acide aspartique dont le dosage revient à un dosage
d'acide oalique sont très difficiles à réunir et deuandent uno grande expérience. Nous no
pouvons donc pas les adopter pour le r::ïnent.

L'application des autres dosages doit ~tre faite sur des protûines pures ou hydrolys{ss
et le dosage d'un acide a;.Jiné prend alors isoléf2(;nt beaucoup de tcups.

Il reste à noter que les j:Urticipants, d'une IJ.él.nière générale préfèrent de beaucoup
les Qéthodes de chronatographiü sur papier relQtivGllcnt plus r~pidos et plus conplètes.

Nous ne considererons donc ces dosages quo co~me des L18thodes de vérific~tion,

wais non des dosages applicables à toute la gaLlne des acides ~Lûnés actuellcnent dosés
au laboratoire par chrowatogr~phie sur papier.

*

* *
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DU CHEF W CHEF DU SERVICE DE NORi-LlliISI,TION TECHNOLOGIE ET REPRESSION DES

FRAUDES

Mello MARTINEZ a bien enployé 10 tcnps qu'elle a passé [lU Laboratoire de chiLlie
0iologiquc ct de physiologie végétale dG la Faculté ùas Sciences de Bordeaux.

Tous les travaux de Inbor,ltoiro qu'elle a exécutés, toutes los notes qu'elle
a prises au cours de la sens.ine cl' étude, tous los onsoigm.'Dcnts qui lui ont été dOlmos
vont lui ~tre très utiles pour la poursuite des études, entreprises depuis quolques
mmées dans les laboratoires du Service de IJor,·~J.li8ation Technologie et Répression
des Fraudes, sur le dosnge des ::èIlino-acidos par ChrOD:ltographio sur IJ<.1.pier.

Cette confrontation des i-'éthodes chi:üques avec ln i.1Lthode par ChrOlk1.tographic sur
pa pier, pour le dosaee des ar.lino-u.cidos, é tni t néccsD~\ire; elle nous a penJis de cons­
tater que ln seconde uéthode est susceptible do nouc, dOrL'1cr, dans l'état Gctuel de n03
connaissances, des résultats très suffisants ct valables.
c

Il ne seLlble pas qu' nctuclle'.J8nt nous ayons intérêt à abandonner cette uéthode
au profit des oéthodes chir.liquos qui pGrGissent avoir besoin d'une s8rieuso [lise IlU

point.

Le 7 Novenbre 1958

LE CHEF ru JERVICE DE NOHJ1JI.LLJATION TECD:NOLOGIE
ET REPRESSION DE3 FRiiUDES

f'!.PIGLL@D




