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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 problémes intéressant la nutrition
ont été crédes il y a dix ans par M. le Professeur TERROINE Directeur du Centre
de coordination des études et recherches sur 1la nutrition.

D'abord créées sur le plan national elles ont lieu actuellement sur le plan
internation al, Cette annde plusieurs stages d'étude ont été organisés sur diffé-
rents sujets.

La semaine organisée & Bordeaux par M. le Professeur GENEVOIX, avait pour but
de faire connaftre un certain nombre de méthodes chimiques de dosages des amino
acides libres ou combinés - Ces méthodes sont pour la plupart employées depuis
plusieurs anndes.

Elles ont été enseignées & Bordeaux aux séances de travauxz pratiques.
Beaucoup s'appliquent & des protéines purifiées et non hydrolysdes.

Le stage avait lieu au laboratoire de chimie biologique et de physiologie
végétale de la Faculté des Sciences de Bordeaux et le nombre des participants était
linité & 16,

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

L'introduction préliminaire aux méthodes de dosages a été faite par M,GENEVOIS
Professeur, les démonstrations par M.J.BARAUD docteur es sciences Chef de travaux;
J .LARROUQUERE agsistant, 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 présis ont été démontrés et pratiqués indivi-
duellement par les participants.
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— PROGRAIL:E -

Iyndi 23 Jyin 1958
- Dosage oxydimétrique d'un mélange d'acide citrique et d'acide
malique
- Dosage de 1'alanine (transformation en acide lactique)

Mardi 24 juin

- Dosage des acides aspartique: et glutamiqueu

(Transférmation en acide malique et suecinique)

Mercredi 25 Juin

— Dosage de la lysine libre
- Dosage de la lysine dans une protéinc intacte

Jeudi 26 J;in )
- Dosage de la cyotéine ~ de 1l'acide thiomalique ~ du glutathion
et de la cystéineamine

Vendredi 27 Juin

- Dosage de l'histidine et de 1'histamine

- Dosages iodométricues de la tyrosine - du tryptophane de la méthio-
nine - libres ou combinés,

Samedi 28 Juin

- Dosage de 1l'argirine (sur les protéines)

Les principes et les modes opératoires de ces différentes méthodes sont

les suivants:
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/ DOSAGE D'UN (TLANGE D'ACIDE CITRIQUE ET D'ACIDE HALIQUE /

1 - Principe

Le mélange d'acide citrique et d'acide malicue est soumis a 1l'oxydation mapganique
ménagée & 1'ébullition dans un ballon de godet & pH 3,3

L'acide citrii ue donne de 1'acétone (1 molécule par mol.d'acide)
OH
COZH - CHp = C — CHp— COpH + 20 — 3 COp + CH3~CO—CHs + HJ0

COH

acide citrique acétone

L'acide malique donne de 1'acétaldéhyde (éthangl: 1 mol./mol,dhc.)

002H - CHOH -~ CHy -COH + 0-— 2 €O, + H2O + CH3 CHO

_ac,maligue éthaenol
L'éthane:l est titré par la méthode au bisulfite
L'acétone est titrée par iodometrie
Les prises d'essais doivent contenir de 3 & 10 mg d'=scides
11 - Hode opératoire
Dans un ballon de Godet : fig (1) et fig.(2)

3

20 cm” de la solution d'acides
+ 10 em? de solution saturde phtalique - phtalate & pH 3,2 « 3,4 (1)

1 cm’ de sulfate de Mn & 5%
(catalyseur d'oxydation)

+

+ eau _.§ 100 cm?

+  pierre ponce
On porte & 1'ébullition
On laisse alors tomber par 1'entomnoir & robinet la solution de permanganate

N/200 & la cadence d'une gouttc toutes les 2 secondes.

L'ébullition doit &tre assez forte pour que l'acétaldéhyde ne se transforme
pas en acide acétique.

L'opération est poursuivie jusqu'ad ce que la couleur brune du liquide indiquec
un exces d'oxydant,

En A. on recueille dans 20 cm3 de tampon phosphate pH 7 (2)
+ 5 cem3 de bisulfite & 2%,

(1) solution saturdc: Dans 700 cm3 dteau 60 cm? de NaoH N + 40 g. dtacide phtalique
Chauffer jusqu'ad dissolution -~ laisser refroidir - vérifier lec pl et 1'ajuster
& pH 3,3 ensuite conpléter au litre,

(2) Tampon phosphate & Ph 7 = 15 g. de PO, H 50, 2 1,0 3

~K

par litre

it

+ 3,55 g. de PO, I
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de QODET
Ballon de 250 cm?3



Le licuide A est séparé en 2 parties.
Dans la 1ére partic on dose 1l'acétaldéhyde provenant de 1'acide malique.

Dans la 2& partie on dose l'acétone provenant de 1l'acide ecitrique.

+ 5 cm3 de Hel 2 N

VR

+ ligueur d'iode N/100 contemue dans une burette, en présence d'mmpois
d'amidon jusqu'a couleur bleue.

Puis on chauffe vers 50° jusqu'a disparition de la couleur bleue (ici on détruit
& chaud la combinaison bisulfiticue de 1'acétone).

On rajoute alors & chaud la liqueur d'iode /100 jusqu'a gvouleur bleue persistante.

On refroidit.

20On passe alors en milieu alcalin Ph = 8,2 en ajoutant la solution alealine boratée
(30 g. d'acide borique + 40 g. de NaoH par litre) jusqu'ad virage au rose phle de la
phtaléine, et on titre 803 H Na par 1l'iode N/1OO contenu ans la burette - en présence

d'empois d'amidon jusqu'd”’couleur bleue.

(titrer rapidement - le dérivé sulfitique de 1'acétaldéhyde n'détant pes stable en
milieu alcalin).

Calculs - 1 cm3 d'iode N/1OO correspond & 5 micromol. d'acide malique.

Si on a versé 16 cm3 d'iode par cxemple on a dans la prise d'essai de 10 cm3 :
16 z 5 micromol., d'acide malique ou par litre de solution : 16 x 5 x 1.000 _ g 000 micromol
10 ) ‘

]

8 millimol
dtac.palique

2tme partie - Dosage de 1l'acide citrique

+ 4 cm3 de 50, H, au tiers (g4/10)

+ 10 cm3 de Mn O0,K 2 N,

A
2
4

On laisse 45 minutes a froid dans le flacon bien bouciié

Aprées ce temps on ajoute une solution saturée dec sulfate ferreux jusqu'a
disparition de la coloration du kn O4K (i1 ¥y a réduction du permenganate).

¢
On distille (dans 1'appardil dessiné dans le§hode opératoire)
ke quart du liquide cuviron - 1'Acétone distille dans 5 cm3 de NaoH 5 N,

L'acétone est titrée par iodométric - Op ajoute 50 cm3 d'iode N/100 qu'on laisse
artr- 20 minutes.
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On messe en milieu acide + 5 cn? de SO4H2 N/1O (au tiers)

On titre l'iode on ezcés par 1l'hynosulfite N/100 en présencc d'empois d'amidon
jusqu'a décoloration.

Calculs =  Iode en exces : 19 cm3 par exemple
- Témoin: 50 cm3 d'iodc sont consommés par 47 cm3 de 8203 Na2 N/1OO

On a donc 47-19 = 26 cm3 d'iodc consommés par 1l'acétone
1 cm3 d'iode N corr.spondent & 1 nilidquivalent
1 - N/100 - 4 0,01 millidquivalent
On a : 0,01 x 26 milliéquivalents d'iode consormés
Or 1 mol. d'iode correspond & 1/6 mol. dlacétone
On a donc (0,01 x 26 x 1 ) mol , d'scétonc dans 1'essai et dans un litre de solu-
tion.

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

4,3 mol, d'acétone ou d'acide .dtrique,

Références: RIBEREAU GAYON &r PEYNAUD - Analyse et contrdle des vins
28 édition BERANGER 1958,



/ DOSAGT DR L'ALANINE — TRANSFORIATION EN GCIDE L.CTIQUE /

I - Principe: On raménc le dosage de 1l'alanine a cclui de 1l'acide lactique en
pratiquant unc désamination suivant la tecinique de Piria.

Pour avoir une désamination quantitative et rapide a 1'ébullition, 1'cxpérience
montre qu'il faut opérer en milicu sulfuriquc normal et ajouter goutte & goutte
du nitrite de soude & 15% en grand excés par rapport awuz fonctions aminées a
doser mais en quantité trés insuffisante pour saturcr tout 1'acide sulfurique,
L'exceés de NO.H est détruit simplement en maintenant 1'ébullition 15 mn. aprés la
derniere affusion de nitrite.

T, e ClI  — H NOOoH C
CH3 ﬁ 002 + o0l — H3

N‘H2 OH

-—C.}I--COZH + N2 + H2O

alaiine ac,lactique

On dose ensuite 1'acide lacticue Pormé par oxydimétrie en milieu permanga-
nirue,

— (TIOTT T LY i
CH3 CHC 002l + 0 — CH3 CHO + 002 + HZO

ac.lactique éthan.l
L'éthancl est titré par la méthode au Bisulfite:

Foi.ation 4e combinaison bisulfitique & pH = 7 - Destruction de 1'exces
dz bisvlfite par 1'iode & pH = 2,1ibération du bisulfite combiné a 1'aldéhyde

.

a ol = 8,2 et dosage de ce bisulfite par 1l'iode,

11 - liode ovératoire -

Dans un ballon de Godet sans réfrigérant
20 cm3 de la solution d'alanine + un peu de picrre ponce
+ 0 S0 H
10 cm3 de 804 5
+ goutte & goutte 20 cm3 de Njtrite de soude a 15%(150 g.par litre)

10 N

On chruffe a douce ébullition en ajoutant le nitrite goutte a goutte

On chaufie ensuite 15 minutes pour détruirc 1'excds de NO2 H

Cn dose 1l'acide loctirue formé par oxydimétrie.

On met le réfrigérant - on ajoute le catalyseur d'oxydation

(+1 cm3 de 50, n 25 %
(+ ezu ~» 100 ¢m3

+ gouttc & goutte Mn 0,K /100 ou N/200 & 1t'ébullition
forte mais on allant lentenent
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Op recueille le distillat dans 20 cm3 de tampon phosphate (15 g PO, H Na, 2H ng

4 2 724,
Do A + ( 3,35g. de Po4 HK 41,

+ 5 cm3 de bisulfite 3 2%
+ 5 cm3 de Hel 2 N

+ iode N/1OO dans une burette en présence
d'empois dlamidon jusqu'a apparition de couleur bleuc,

On m. . censuite cn milicu alealin Ph = 8,2 en ajoutant la solution alcaline
voratée (30 g. d'acide borique + 40 g. de NaOH par litrc) jusqu'is virage au rose de
la phtaliine et on titre SO_H Na par 1'iode N/1OO contenu dans la burette en présence
d'empois d'amidon jusqu'a cguleur blouc(soit 16 cu3 d'iode) (titrer rapidencnt le
dérivé sulfitique de 1'acétaldehyde n'dtant pas stable en milicu alcalin).

Calculs -
1 cm3 d'iode N/100 correspond & 5 micromol d'acide lactique Si on a versé 16 cr3

d'iode par exemple on a donc la prise d'essal de 20 em3 -4 16 x 3 micromol d'acide
lactique ou par litre de solution.

16 x 5 x 1000
20

4000 Macro:ol
4 nillinol d'acide lactique ou d'ala~-
ninc

It



DOSAGE DES ACIDES ASPARTIQUES ET GLUT.MIQUES - TRANSFORMATION EN ACIDE .ALIQUE

ET _SUCCINIQUE/

1) Principe

On raméne les dosages des acides aspartiques et glutamiques & ceux des acides
maliques et succiniques en pratiquant unc désanination suivant la technioue dc¢ Piria,

On opéere en milieu sulfurique et on ajoute goutte a goutte & 1'ébullition du
nitrite de soude en grand excés par rapport aux fonctions aminées & doser mais en quantités
trés insuffisantes pour saturer tout l'acide sulfuriquc.

Ltexcés de NOH est détruit simplement c¢n maintenant 1'ébullition 15 mn. apres la
derniére affusion de"nitrite,

¢cOBH-CH-CH, -COH + NOH-2»COH -CH-CH, -COH + N, + H
|

2 / 2 2 2 2 2 2 2 2
NH OH
2
ac.aspartigue ac. nmalique

On dose ensuite l'acidec melique formé par oxydimétric en nilieu pernanganigue

COZH..CH OH-»CH2-CO2H + 0 =) CHBCHO + 2 CO2 + H2O

ac.malique éthar 4

Ltéthamm]l est ensuite dosé par la méthode au bisulfite
Pour 1'acide glutamique on a:

COH~ CH -CH,-CH, “COH -2 COzH-CHOH" CH, - CH, - Co. H

2 ) 2 2 2 2 2 2
NH2
ac. glutanique ace. oxyglutarique

Upe oxydation permanganique transforme celui-ci en acide succinique que 1l'on dose
par la méthode classique au sulfocyanure,

CO2 H -CHO- B~ CH2 - CrI2 - CO2 H _-,CozH - CH2— CH2 -CO2H+ H20 + CO2
ac. oxyglutariquec ac. succinique

11 - Mode opératoire

/ Dosage de 1'acide glutamigue /

La prise d'essai doit contenir de 100 & 500 micromolécules d'acide glutamique,

Dans un ballon a distiller de 250 cm3

50 cm3 de solution dtacide glutamique
+ 1t cm3 de S0y H 10 N,
+ 10 cm3 de Mn0,X saturé (2 N)

On fait bouillir 15 minutes exactement & l'air libre,

On détruit 1'exces de kin 04 K (aprés avoir refroidi) par du bisulfite concentré
SO3HNa
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On neutralise SO4H2 par KOH - 10 N en présence de thymol sulforephtaleine
(virage du rose —yJjaune a Ph 1,9)
On évapore presqu'a sec mais pas tout & fait.

On ajoute 250 cm3 d'éther - on décante - on recueille 1l'éther et on le distille
aprés avoir ajouté 10 cm3 d'eau.

L'acide succinique reste dans les 10 cn3 d'cau - aprés distillation de 1'éther.
On neutralise exactement par NaoH N/10 en présence de phénolphtaléine.

+ ¥ goutte d'acide acétigue /10

+ 50 cm3 de nitrate d'argent N/1O

On compléte & 100 cm3 dans unc fiole jaugée et on attend 15 minutes. On a un précipit

de succinate d'Ag. Op agite et on filtre seulement 50 cm3 du filtrat.®n ajoute 2 cm3 de NOBH

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

On titre par 1le sulfocyanure de potassiun N/ZO jusqu'a coloration rouge.

Calculs
On verse 37,2 cm3 de sulfocyanure par exenple,
Ona: 50 - 37,2 =12,8 cn3 de N0 Ag N/10
consomnés .
mil. mil,
1 co3 de NO, AG N/10 = 0,1 ~Eq. = 0,05 ».Eq.

de NO3Ag. d'acide Succinique

contenus dans 50 cm3 de splution

Op a donc: mil,
12,8 x 0,05 x 1000 = 12,8 Eq. d'acide succinique par litre
50 de solution

/ Dosage de 1'acide aspartique/

On neutralise par NAOH , *1/10 apres désanination en présence de bromophénol
bleuo
Brécaution: ne pas ajouter trop de soude pour ne ras précipiter le manganése du catalyseur
d'oxydation,

On fait 1'oxydation permanganique dans un ballon de Gocdet comme il est indiqué dans le
chapitre "Dosage d'un mélange d'acide citricue et d'acide malicue". et on continue comme

il est indiqué dans ce dosage avec la différence suivante:Il est inutile de chauffer & 50°
comme il est indiqué, car on n'a pas d'acide citrique.

*
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/ DOSAGE DE LA LYSINE LIBRE /

1) Principe du dosage

La lysine est un acide cminé basique
NHy - (CHy), - CH - COH
!
W N,

On forme le complexe cuprique sur la fonction acide

co - C0, =R

2 \ - 2
e
\‘NHZ

On le conplexe cnsuite avec une aldéhyde aromatique: soit la nitrobenzaldéhyde
NO,, { >CHO
N

a4 raison de ¥ molécule d'aldéhyde pour une nmol, de lysine -~ Cn a un conplexe inso~
luble - que l'on sépare - purifie et redissous dans Hel dilué,

L'acide chlorhydrique le décompose en ses 3 constituants - cuivre - lysine - et
aldéhyde .

On peut alors doser: soit 1l'aldéhyde
soit le culvre

11) Mode opératoire

Dosage de 1'aldéhyde

On fait un dosage titanométrique

N02< >CHO + 6H — NH2< ) CHO  + 2 E

en milieus
Ti Cl4 +HCl —3 Ti Cl4 + H

Cette réaction d'hydrogénation se fait de préférence en para - Clest pourquoi
on a choisit la paranitrobenzaldéhyde,

On doit travailler en atnosphere de 002 avec des burettes automatiques ~ La
réaction est trés sensible.

Avec de treés faibles quantités de lysine on emploie de la di mtrophénylhy-

drzzone
7\
NOZDCH =N - NH MO, + 24 H

"
h02
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NH2< >_CH2 — NH2 + NH3 + >-NH2 + 6 H2O
‘\NHZ

On a 24 hydrogtnes pour 1 mol. de lysine,

Dosage du cuivre -

a) Formation de 1'hydroxyde de cuivre -

5 cm3 de SO4 Cu 2 40 g/1.
+ 5 cm3 de NaoH N,
Opn filtre - Op élimine 1'exceés de soude par lavage.
b) 20 cm3 de solution de lysine & Ph = 8 (ajustée au pH mdtre)
+ le précipité de Cu (OH)2 ramassé avec un agitateur
On mnélange et on laisse 10 minutes
Op filtre pour élininer 1l'excés de Cu (OH)2 ct on passe au conmplexe aldéhydique
¢) On prend la noitié du volume initial (Soit 10 en3 = 1’72

+ 5 cm3 d'alcool & 95° )
+ 5 cm3 de nitrobenzaldéhyde & 2% dans 1'alcool

Op ajuste & pH = 8,9 avec NaOH N/10

au pH métre ou avec la thymolsulfonephtaléine
(jauneableu 3 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 1'alcool & 50° - On
élinmine ainsi 1'excés de paranitrobenzaldéhyde.

Sur le filtre on ajoute 5 cm3 de Hel N/10
On recueille dans une ficle jaugée dc 25 cm3 et un compléte & 25 cn3.

e) Dosage du cuivre -

10 cu3 du filtrat (soit S )
+ 2 cm3 de KCNS N/50 - on"agite
+ 2 cm3 de pyridine
+ 10 cn3 de chlorc orme

On a une coloration verte qu'on spectrophotométrie & 720 Ll

On trouve ainsi - 20 mg de lysine dans 1'échantillon de départ.

*
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/ DOSAGE DE LA LYSINE DANS UNi  PROTEINE INTACTE /

1 - Principe

En milieu alcalin le sulfure de carbone réagit sur les amines primaires selon
la réaction d'Hoffmann pour donner un dérivé dithiocarbamique

= 5
R-M, +05, — R- NHCZ -

acide dithiocarbamique

que 1'on meut doser par 1l'iode.

R-SH + 41 +2 H20 — SOEH‘+ 41 H
dérivé sulfinique

On titre de cette nmaniére tous les NH2 libres de 1s protéine,

On titre ainsi 1les NH2 en position () de la lysine

et les NH, - ¢ terminaux dans la protéine
Mais ceuxeci ne sonstituent que 0,2 2 0,4 % de la protéine par rapport & la lysine.
Précaution: Si on fait tormber l'iode dans le dithiocarbamate - la réaction
est lente; au contraire lorsqu'on fait tomber le dithiocarbamate dams l'iode la réasction

est rapide et on a donc intérét a opérer de cette fagon,

11 - Mode opératoire

20 em3 dtune solution de caséine & 2,5 g/litre

+ 5 em3 d'une solution N de tampon boratée & Ph = 9,2 - 9,5
+ 5 cm3 de SZC'

On laisse au bain marie 2 heures a 55° avec réfrigérant a reflux,
On laisse refroidir.
Dans une ampoule & décantation on enléve 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 1'ampoule.

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

On verse 25 cm3 d'hhposulfite N/100 - on agite 5 minutes et on titre 1'exceés
d'hyposulfite par 1'iode N/100.

On fait également un témoins

( 20 cn3 de caséine
( 4+ 25 co3 d'iode N/100
+ 10 cn3 dtacide acétique pur

On attend 20 minutes en agitant,
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+ 25 co3 d'hyposulfite N/100

On attend de nouveau 5 minutes
Calculs

Nous avons versé pour l'essai 11 cm3 d'iode N/1OO
pour 1le témoin 2 cm3

On a done:
11 cn3 de I N/100 pour la lysine + autres acides aminés
2 cu3 de I N/100 pour les autres acides aminés

soits 9 3 de I §/100 pour 1la lysinc seule

9 cn3 d'iode N/100 consommés correspondent & 10 x 9 micro équivalents donc

a 10—29- micromolécules de R - NH2.

On aura donec 10 x 9
4

soit 3,29 ng de lysine

x 0,146 ng. de lysine qu'on rapporte & 100 g, de protéine,

Dans 20 cnm3 de solution de caséine i 2,5 g/litre on a 50 mg e caséine,

On avait donc 6,58% de lysine, dans la caséinc.
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/_DOSAGE DE Lh SYSTEINE - DE L'ACIDE THIOMALIQUE ET DU GLUTATHION/

1) Principe

@—CHZ-fH— co g COE = CH, = c'H ~ CO

CH

12
CH -NH- CO

! [

co (CH2) Glutathion
| i
NH CH - MH

| | 2

ﬁHZ COH

COH

On utilise 1l'aptitude réactionnelle d'un groupe SH vis-a-vis d'oxydants tels
ques iode) —(dichlorophénol - indophénol

L'oxydation se fait aux dépends de l'eau, le groupe SH devenant SO H, 802H s
SO3H.

Dosage du groupe SH par 1l'iode

On introdgit le dérivé sulfhydrilé goutte a goutte dans une solution d'iode
N/100 en exceés,On constate une rdéduction partielle et rapide de 1'iode. L'iode

est titré en retour par une solution 32 O3 Na2 N/100.

a Ph =3 1a gystéine consomme 4 iodes par molécule

R-SH+4I+2 H2O_.:, R.SOZH + 41I1IH

dérivé sulfinique

N

a PH =6 1le glutathion - la cystdéineanine consomment 2 iodes par moldculc.

R SH+ 21 +H20-—-}R—SO H + 21 H
dérivé sulfémique

4 Ph = 6 1l'acide thiomalique consomme 6 iodes par uolécule

R-SH+ 6H+ 3 H20 — R SO3H + 61

11 - Mode opératoire -
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(1) Dosage de la Cystcine {i)

s

Dans un flacon émeri de 250 cm3 on met 25 cm3 d'iode N/100 acidifiés par

5 em3 de CH3 002 H pur.

Puis on fait tomber goutte & goutte et en agitant sur agitateur magnétique,
5 em3 d'une solution de cystéine (au maxinum M/200) On laoisse réagit 20 nminutes,
puis on titre 1l'excdés d'iode par 1'hyposulfite en présence d'empois d'amidon.

On fait dans les mémes conditions un ténoin en remplagant la cysteine par 5 cm3
d'eau distillée.

Calculs -

Nombre de em3 d'hyposulfite versés pour l'essait 13 cm3
n n n " pour le ténmoin 24,6 cu3

cem3 d'iode consommés par la gystéine = em3 d'hyposulfite consommés

soit 24,6 - 13 = 11,6 cm3 c'est-a-dire 11,6 millimol. d'iode
100 ' *

Or i: 1 cystéine correspond a 4 iodes.

On a donc: 11,6 mnil. mol. de cystéine dans 1'essai
400

Et dans un litre de solution de cystéine ou a:

114%6%—299 = 5,8 nilnol de cystéine

(2) Dosage de 1'acide thionaligue

Dans un flacon émeri de 250 em3 on net 50 cm3 d'iode N/100 + 5 cm3 de tampon
citrique N & Ph = 6

On fait tomber goutte a goutte en agitant 5 cu3 de solution de thiomalate
(au maximum M/200) on laisse réagir 20 pinutes.

Na,
Puis on titre 1l'excds d'iode par SZO3ZiN/1OO) en présence d'empois d'anidon,
Opn fait un ténoin dans les mfmes conditions,

Calculs -

Nombre de cm3 d'hyposulfitc versés pour 1l'essai: 34 cm3
- - pour le ténoin: 49 cm3

cm3 d'iode consommés par l'ac. thiomalique = cm3 d'hyposulfite consommé
. T ot s
soit: 49-34 =15 cn3 c'est-a-dire }go millimol. d'iode

Or 1 acide thiomalique correspond & 6 iodes

On a donc ¢ 15 mnillimol, d'acide thiomalique dans l'essai
600

Et dans un litre de solution d'acide thiomalique on at

1 gogoo = 5 milmol. d'ac. thiomalique



- 16 -

3) Dosage du glutahion dans un bouillon de levures:
Dans un flacon éneri de 250 cc on net 20 en3 de dichlorophénol.-indophénol
N/500 (tamponné & Ph = 7) puis goutte & goutte cn agitant, 5 cn3 de bouillon de levure
Attendre 20 minutes - On titre 1'excds de réactif par 50, Fe N/500
Op trouve Mcm3 de sulfate de fer
On a (20 -n ) cr3 de colorant N/SOO consomiié
Essai témoin y On opére de mfre nais avec 5 end de Souillon de levure dans lequel
le glutathion aura été préalablement bloqué par 1 cn3 de bronacétate de Na N/5
en milieu bicarbonaté en 15 uinutes,

Soit (20 = M ) em3 de colorant N/500 consornd

La différence M - n correspond au glutathion.



/ DOSAGE IE L'HISTIDINE /

1) Principe

On dose 1'histidine par colorimétrie aprés formation d'un diazoIque, d'aprés la
réaction de diaeotation de PAULI,

L'inconvénient dans ce dosage est la présence de tyrosine. Op supprime 1l'action
de la tyrosine - soit par nitration préalable, soit par action directe du chlorure
de diazonium de la parabromaniline.

a) Nitration

1

Le mélange tyrosine histidine, est traité par NOH au 7 & 1'ébullition - Il se

forme un dérivé jaune de la tyrosine. 3
NO
HO( > CHZ.. Ci — 002; dérivé nitré de la tyrosine
H0 l
2 NH

2

On traite ensuite par le ci.lorure de diagonium de la parabromaniline,
L'histitine donne un dérivé rouge orangé.

On sépare les 2 dérivés par leur solubilité différente dans le pentanol - le
dérivé jaune de la tyrosine étant insoluble dans celui-ci.

b) action directe du chlorure de diazonium de la parabroaniline

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

11 Mode opératoire

Dosage de 1'histidine en solution pure par diazotation directe -

a) préparation du chlorure de diagonium de la parabromaniline

Ce mélange se fait dans la glace et Jdoit &tre conservé a 0° I1 est préparé au
moment de l'emploi car sa durée de conservation est faible.

Dans un tube & essai.
10 cm3 de parabromaniline M/2 dans HE1 N/10

+10 em3 de NO_Na & § g/litre

2 Dens la glace 15 minutes
+ 2 cm3 de HCT N/10

)A.
)
)
)

b) dans un autre tube i essai

5 cm3 de solution d'histidine de 4 & 20 mg/ litre
+ 2 cmd de chlorure de diazonium fraichement préparé
+ 2 cm? de solution alcaline boratée 3 PH 9,4
(40 g de Ma01/litre + 30 g de BOBHB).

On laisse au bain de glace 30 minutes

On a une coloration jaune,



c) Danu unc arpoule a décamtation - on rince 1o tube avec 2 & 3 em” d'eau + 20 em”
de pentanol . La couleur passe dans le pentanol . Op compare a des étalons au spectro
photocolorimétre a 546 Y

Dosage de 1'histidine dans une protéine

a) préparation du chlorure de diazonium de la parabromaniline
Dans un tube & essai et dans le bain de glace

5 cm3 de parasbrononiline M/1000 )

+ 1 cm3 de nitrite de soude 2 1 g. par litre) °° laisse 15 ninutes

b) Dans un autre tube & essai
3 cm3 dteau
+ 5 cm3 de solution de caséine(1)

+ 1 cm3 de solution alcalinc boratée a PH = 9,4

On laisse une houre Dans ces conditions 1la tyrosine ne réagit pas - On a
une coloration non extractible par le pentanol.

On dilue de moitié ¢t on fait la lecture directcuent au spectrophotocolorimetre

Dosage d'un nélange d'histidine et d'histanine

On se place en milieu alcalin - Dans ces conditions 1'histidine est bloquée
et ne peut 8tre extraite par le pentanol,

Dans une anpoule a décantation.
5 cm3 de solution d'histidinc et d'histardine
+ 2 em3 de KOH 5 N,

Extrgire 3 fois par 5 cm3 de pentanol - en ayant soin d'ajouter quelques
cristaux de Cl Na pour emplcher 1'énulsion,

On décante et on reprend les 15 cm3 de pentanol par 5 cm3 de HC1 N/10.
0Opn décante de nouveau et on prend 2 cm3 de la couche chlorhydrique.,

2 em3 de cette solution

+ 2 cm3 de C03Na2 anhydre & 10 g/litre

+ 1 cm3 de chlorure de diazonium N/200 préparée comme pour l'histidine pure,

Si on a apparition d'une coloration rouge orange on a de l'histamine que
1'on dose alors colorimétricuenent (2)

(1) 1a solution de caséine est préparée de la manidre suivante

( 1 g de caséine (de 20 mug & 1 g par litre pour la gamue d'étalonnage)
( + 100 cu? d'eau
+ 10 ch3 de CO; Na2 anhydre
+ eau jusqu'ad 100° cc.
On agite jusqu'a linpidité
(2)Dosage colorimétrique de 1'histamine par Jacques BARAUD et L,GE.EVOIS,Bull.Soc.chim.France 1956
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/DOSAGE PAR L'IODE DE Li TYROSINE DU TRYPTOPHANE ET DE L4 METHIONINE /

1 -~ Principes du dosage

1) La tyrosine La tyrosine, en présence d'un excds d'iode, donne un dérivé dans lequel
2 iodes sont substitués sur le noyau: la 3.=— 5 diiodotyrosine

I
7
;’: > - - /"‘:> ~CH= :
HO( ¥ ) CH, - cr!x COH  + 41 —y 0P ) O C}!{ COE + 2 IH
NH N NH
2 I 2

Cette rdaction est fortenent influencée par le Ph.

Le temps de + réaction est dc 1'ordre de 15 minutes pour Ph = 6 - 6,2 . Pour
des Ph inférieurs la réaction cst beaucoup plus lente ct pratiguement nulle au
dessous de Ph = 4

Pour des Ph supérieurs la réaction est rapide mais la cuantité d'iode consorné
est trds supéricure & la quantité théorique, il y a formation d'iodamines et d'autres
réactions, Pour Ph = 6 = 6,2 la réaction cst terninde 2 1% prés au bout de 2 heures,

2) Le tryptophane oconsomme lui aussi des quantités notables d'iode (6 atomes d'iode
par moléculeE mais il ne se fait pas de dérivés de substitution comme dans le cas

de la tyrosine. I1 y a destruction de la molécule, et les 6 iodes se retrouvent a 1'état
de IH,

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

En milieu plus acide elle se ralentit, pour &tre prati-uenent nulle & Fh =
1,0 a 20°,
’

3) La méthionine - La méthionine en milieu neutre domme un complexe avec 2 atomes
d'iode, lesquels sont 1iliérés quand on repasseen milieu acide.

Le complexe iodométhionine se forme cncore pour 1les Ph de 4 a 6.

CH3 -3 - CH2 - CH - C02H éMéthﬁonine pu
S - néthylhorocysteine

!

4) Les autres amino—acides NH2

(gr. 1 et 2)

a) cystéine et homocystéine; réagissent avec 1'iode qui oxyde la fonction - S
On blogue la cystéine par la bromacétate de Na et on éliidine ainsi cette cause
dterreur,

b) Histidine susceptible de fixer 2 iodes sur la double liaison du noyau imidazol..
Entre PH, et PHg cette réaction est lente et en 2 heures & PH = 6 1'histidine ne fixe
que 10% 4 1a quantité théorique d'iode;

A ces PH la réaction est proportionnelle au temps.

¢) les autres amino-acides (alanine—leucine—phén lalanine-arginine-lysine-asparagine—
acide aspertique-acide glutamique -sérine-thréonine) ne consomment pas d'iode,en 2
heures a 20° & PH 4 ou 6,
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11 Mode opératoire

l) Tode consormé par la soume tryptophane

+ tyrosine
+ n¢thionine
+ histidine

Dens un flacon érieri a large col de 250 cc on 26t 10 cri3 de tanpon citrique N
a PH = 6,0 - 6,2

+ 10 cm3 de la solution a doser
+ 50 co3 d'iode N/100

On laisse réagir 2 heures puis on titre l'iode en excés par 3203 NaZ EN/1OO
Soit T em3 1'iode consorné

2) Iode consommé par la nméthionine

Dans le flacon pricédent aprés avoir ajouté T cm3 on ajoute cnsuite 5 cm3
de HC1 au ¥ pour passer en :ilieu acide (PH = 1) L'iode 1ié & la néthionine est entid-
rencnt 1ibéré au bout de 10 ninutes & 20°, On titre alors par S2O3 Na2 N/100. soit i o3

correspondant & la néthionine

3) Iode consomné par le tryptovhane

Dans un flacon émeri de 250 on uet*l0 am3 de tanpon citrigue & Ph 4
+ 10 cn3 de la solution a doser
+ 50 cm3 d'iode N/100

On laisse réagir 2 houres

Op acidifie par Hel pur 2 cu3 on attend 10 minutes et on titre 1'emeés d'icde
par 3203 Na2 N/100 en opérant trds rapidenent

soit N en3 d'iode consomnd

4) Tode consomné par 1'histidine

Dans un flacon dc 250 cc on uet $10 em3 de tanpon citrique N PH = 6 - 6,2
+ 10 co3 de la solution & doser
+ 50 en3 d'iode /100

On laisse réagir 3 heures au lieu de 2 heurcs

Soit Ty la quantité d'iode consonné
2 (T - T) représente l'erreur due & 1l'histidine & retrancher de T d'aprés
le schéna suivant (graphique 3)

HyBy, Pour éliminer l'errecur due & la cystéine - voir dosage de la cystéine.
Pour avoir un dosesge correct - utiliser un excés d'iode é€gal au noins & la quantité
d'iode totale fixée - Dans les conditions déecrites ici il faut avoir 502;2‘T.
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111 Calculs -
1) 8i 7 = 21,9 cm3
Le nom.re de cm3 d'iode consomnés par le mélange est 50 -, 21,9 = 28,1 cm3,
2) Le nombre de cm3 d'iode consoumés par la méthionine est M = 6,1 cn3

3) Le nombre de cm3 d'iode consommés par le tryptophane est (si W= 31,2)
50 - 31,2 = 18,8 co3

4) La tyrosine a donc consomné:
28,1 - 6,1 - 18,8 = 3,2 cw3
Méthionine

6,1 cm3 = 61‘9éQ- =.gl = 30 A mol. = 3,05 mnol./litre

Tryptophane
18,8 on’ = 188 Yy €q. = l%?i;: 31 g mol. = 3,1 mmol,/litre
Tyxrosine

3,2 = 32 ¥ éq. =32 _3g ¥ mol = 0,8 mmol./litre
4

Références: J.CARAUD et L.GENEVOIS Bull.Soc.Chimique 1955 1499 et chimie analytique
1956~-38 - 87,



/ DOSAGE DE _L'ARGININE SUR LES PROTEINES /

{1 - Principe
En milieu alcalin d'arginine est décomposée avec formation d'orthinine et
d'urée,
Qi + 1
!
" L}
NH2 ~ ;
¢ —=—-NH —(C-H,), - COH
; ! 2°3 2
1
w7 )
Urde ! Orthinine

L'urée se décompose inmédiateuent avec formation dtamnoniaque que 1'on dose.

Dans ces conditions, le groupe C{aminé résiste parfaitement & 1l'action de
KOH de m€me que la fonction aninée de 1l'orthinine formée,

L'attaque alcaline se fait aussi bien sur l'argininc combinée que sur
ltarginine libre et permet de titrer cet acide aniné directement dans une protéine,
Mais dans une protéine l'arginine n'est pas seule & libérer de l'amnmoniaque dans
ces conditions,

L'azote amidé (asparagine et glutanine) en libére -- mais tandis que 1'ar-
ginine nécessite wune h.drolysec de 2 heures en milieu K@ Jf — l'aspardgine et la
glutgmine sont totalement hydrolysés en 25-30 rinutes - en nmilieu acide.

Certains acides aminés {cystéine, tryptophane, sérine) libdrent sussi un
peu d'ammoniaque rais cette libération est proportionnelle au temps, de sorte qu'il
est facile de la soustraire en faisant un dosage aprés 2 heures d'hydrolyse
(argimine + azote amidé + autres acides aminés§ et aprés 4 heures (arginine +
azote amidé + 2 fois la quantité précédente due aux autres aminoacides),

11 - Modeﬁpératoire

Dans un ballon de godet on net:

1 g. de gluten

5 cm3 d'eau

5 cm3 de KOH 10 N

1 g. de paraffine pour éviter la formation de momss e

On chauffe doucement aprés avoir nis le réfrigérant et on maintient 1t'éhuls
lition pendant 2 heures (1)

L'anmoniac qui distille est recueilli dans un erlenneyer contenant 20 cn3 d'
acide chlorhydrique N/10 coloré en rose par le rouge dec méthyle - On doit avoir
un exces de HCl jusqu'au bout de 1'opération,

On titre ensuite 1'excés de HEC1 N/1O par Na OH N/1O

(1)(1) Pendant toute 1la distillation-on introduit goutte & goutte de 1'eau distillde
dans le ballon -~ par l'ampoulc latérale, de fagon & avoir un volume constant,

Sans cette précaution on risquerait dc concentrer la potasse et d'att juer les deux
autres fonctions aminées de 1'argirine,

Bibliographie: T.B, OSBORNE~G.S.LEAVENWORTH et C.A,BRAUTLECHT(Ann.J.Phvsaic.1008-
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Pour avoir la quantité d'arginine on doit déduire 1'ammoniaque libéré par les fonc-
tions amidées.,

Dosage de 1llazote amidé

On fait une hydrolyse en milieu acide
Dans un ballon de 250 cm3 avec réfrigdérant & reflux
1 g. de gluten + 100 cm3 de HC1 N,
On fait bouillir pendant 1 heure.
On neutralise par la magnésie en présence de phénolphtaléine

On distille ensuite 1'ammoniaque retenu sous forme de chlorure d'anmonium,
On le recueille dans HC1 N/10 pendant + heure
On titre ensuite l'excis de HC1 N/1O par NaOH N/1O

Dans ce mode opératoire la difficulté est de ne pas rettre un excés de nagnésie -
et de chauffer trés doucement pour distiller 1'amuoniaque. On doit éviter la formation
de mousses qui risquent de faire éclater le ballon.

Dans le cas de mousses onh doit arr@ter immédiatenment le chauffage.

Renseigrements conplémentaires

BExtraction des protéines végétales

Exemple - Extraction des protéines des feuilles vertes,

On met les feuilles dans un bocal fermé avec un peu d'éther éthylique restifié - On laisse
1/4 d'heure,

L'éther dissout 1l'enduit cireux des feuilles et éthirolyse les tissus.
On effectue un pressage.

Les chloroplastes passent trés peu. La chlorophylle restc dans la feuille. Les pro-
téines cellulaires passent avec 1'éther. Op filtre sur toile de nylon fine.

Op distille 1'éther - 80% des protéines de la feuillc sont extraites par ce procédd.

On les purific ensuite par les néthodes classiques (précipitation par le sulfate
d'amnonium ou 1'alcool & 80 % ou 1'acide aloracétique),
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CONCLUSION

Actuellerent les néthodes appliquées au laboratoire de normalisation pour le dosage
des acides aminés sont des nméthodes de chromatographie bidimensionnellc sur papierg réthodes
qui dosent simultanément 10 acides aminés a la fois. S+ f le tryptophane quc l'on dose iso-
1lément par colorimétrie,

Dans certains cas il est intéressant de vérifier certains résultats douteux ou anor-
naux sans recomnencer l'analyse chromatographicue coupléte,

La semaine d'étude sur les :¢thodes chiniques de dosege des anino-acides nous a appor-
té de nombreux renseigncuents qui donnés par des spécialistes nous ¢viteront de thtonner,

Cependant on doit signaler ici que le dosage chinique de certains acides aninés comne
les leucines - isoleucines la phfiylalanine et la valine n'est pas cncore au point et ne
nous a pas ¢&té enseigné,

Op doit signaler égaleient que certains acides aiinés coune le tryptophane,-pour
lequel la méthode chimique colorin¢trique enployée actuellenent au laboratoire ne donne
pas entiere satisfaction,- sont tres difficiles & doser par cette voie.

En effet le dosage du tryptophane doit &tre fait trés rapiderent et prisente
des difficultés telles quc les résultats trouvés par les 16 participants ont ¢té tout & fait
disparates.,

D'autres acides aninés comic 1l'acide aspartique dont le dosage revient & un dosage
d'acide malique sont trés difficiles & réunir et denandent unc grande expérience., Nsus ne
pouvons donc pas les adopter pour le ronent.

L'application des autres dosages doit &tre faite sur des protéines pures ou hydrolysdes
et le dosage d'un acide aniné prend alors isoléncnt beaucoup de temps.

I1 reste a noter que les participents, d'une manidre générale préférent de beaucoup
les méthodes de chromatographie sur papicr relativenent plus ropides ¢t plus conplétes.

Nous ne consid®rerons donc ces dosages que coine des néthodes de vérification,
nais non des dosages applicables a toute la ganne des acides aninds actuellenent dosés
au laboratoire par chrouatographic sur papier,

*
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... DU CHEF IU CHEF DU SERVICE DE NORIMALISATION TECHNOLOGIE ET REPRESSION DES

FRAUDES

RN KN KR

Melle MARTINEZ a bicn enployé le tonps qu'elle a passé au Laboratoire de chinie
viologique et de physiologic végétale de la Faculté des Sciences de Bordeaux.

Tous les travaux de laboratoirc qu'eclle a exécutds, toutes les notes qu'lelle
a prises au cours de la senaine d'étude, tous les enseignenents qui lui ont été donmnés
vont lui &tre trés utiles pour la poursuitc des études, entreprises depuis quelques
années dans les labcoratoires du Service de Nommalisation Technologie et Répression
des Fraudes, sur le dosage des anino-acides per chronatographic sur papier,

Cette confrontation des iéthodes chinigues avec la ixthode par chromatographic sur
papier, pour le dosage des amino-zcides, était nécessaire; elle nous a pernis de cons-—
tater que la seconde néthode est susceptible de nous donner, dans 1'état actuel de nos
?onnaissances, des résultats trés suffisants et valables.

Il ne sewble pas qu'actuellewent nous ayons intér&t a abandonner cette néthode
au profit des méthodes chimiques gui paraissent avoir besoin d'une sérieuse nise au
point,

Le 7 Novenbre 1958

LE CIEF DU SERVICE DE NORUALLSATION TECANOLOGLE
ET REPRESSION DES FRAUDES

M, PLELLARD





