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appliquées au Laboratoire  d'Analyses végétales de 1'O.R.S.T.O.M. 

INTRODUCTION 

La m é t h o d e   d e   s é p a r a t i o n   e t   d e   d o s a g e   d e s   c o n s t i t u a n t s   p h o s p h o r é s   d a n s  le m a t é r i e l   v é g é -  
t a l ,   e x p o s é e   c i - d e s s o u s ,   f a i t   a p p e l  b d e s   t e c h n i q u e s   a n a l y t i q u e s   c l a s s i q u e s   d o n t   l e s   r é f é r e n c e s   s o n t  
d o n n é e s  b la f i n   d e   c h a q u e   c h a p i t r e .  La f o r m e   s y n t h é t i q u e   p r o p o s é e   é v i t e r a   u n   l o n g   t r a v a i l   d e   r e -  
c h e r c h e s   b i b l i o g r a p h i q u e s .  

PREPARATION DES ECHANTILLONS 

Les  tissus  frais à ana lyse r   son t   s échés  b f ro id   dans  un lyophi l i seur  b envi ron  -60°C,sous v i d e ,  
Le matér ie l   c ryodesséché   es t   b royé  b f ro id  puis  conservé  b - 10°C. 
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T i s s u   v é g 4 t a l   l y o p h i l i s é  

6 8 %  
+ A c i d e   t r i c h l o r a c é t i q u e   ( A T C )  

1 h .  b O 8  4 ° C  

r' / 
F r a c t i o n   s o i u b l e   d a n s  

I ' A T C  o u  l ' a c i d e  
p e r c h l o r i q u e  

- l a b i l e  

- Phosphore   mine ra l  
- P h o s p h o r e   p h v t i a u e  
- N u c l é o t i d e s   e t  

D i g e s t i o n   d e  la m a t i è r e   g r a s s e  
D é t e r m i n a t i o n   d u   P h o s p h o r e   l i p i d i q u e  n o n   n u c l é o t i d e s   s o l u b l e s  

a .  T r a i t e m e n t   p a r  KOH 

I 
b .   T r a i t e m e n t   B ' I ' A T C   o u  'au 

ClOdH 

S u r n a g e a n t  3 

J 
D é t e r m i n a t i o n   d e   l ' A D N  - P 
- m e t h o d e  b la d i p h é n y l a m i n e  
- m é t h o d e  8 la p - n i t r o p h é n y l h y d r a z i n e  

p G - 1  

1 
D é t e r m i n a t i o n   d u   P h o s p h o r e  . 

P r o t é i q u e  
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METHODES ANALYTIQUES 

A - EXTRACTION ET DOSAGE 

DES CONSTITUANTS ACIDO-SOLUBLES 

1 - EXTRACTION DE LA FRACTlON.ACID0-SOLUBLE TOTALE 

La f rac t ion   ac ido - so lub le   e s t   ex t r a i t e   pa r   l ' a c ide   t r i ch lo racé t ique   (ATC)   ou   l ' a c ide   pe rch lo -  
r.ique d o n t  la concen t r a t ion   op t imum  do i t   ê t r e   dé t e rminée   pa r   des   e s sa i s   p réa l ab le s .  

La c o n c e n t r a t i o n   d e   I ' A T C ,   a d o p t é e   d a n s  le c a s   d e   t i s s u s   c h l o r o p h y l l i e n s   e t   r a d i c u l a i r e s   d e  
c o t o n n i e r   e s t   d e  8 %. U n e   c o n c e n t r a t i o n   s u p é r i e u r e   d e  1 ' o r d r e   d e  12 à 15 % p a r   e x e m p l e ,   r i s q u e r a i t  
d ' e n t r a î n e r   d a n s  la f r a c t i o n   s o l u b l e ,   u n e   p a r t i e   d e   l ' a c i d e   r i b o n u c l é i q u e .  

U n e   c o n c e n t r a t i o n   p l u s   f a i b l e ,   d e   l ' o r d r e   d e  5%,  p e u t   a b o u t i r  à u n   e n t r a i n e m e n t   i n c o m -  
p l e t   d e s   f o r m e s   a c i d o - s o l u b l e s .  

L ' e x t r a c t i o n   e s t   o p é r é e   s u r   d e s   t r a c t i o n s   d e  500 mg d e   p o u d r e   v é g é t a l e ,   l y o p h i l i s é e ,   q u e  
l ' o n   i n t r o d u i t   d a n s   d e   p e t i t e s   c a p s u l e s   d e   p o r c e l a i n e ,   e n   p r é s e n c e   d e  20 ml e n v i r o n   d ' A T C  à 8 % .  
L ' e n s e m b l e   e s t   c o n s e r v é  à 0-4OC p e n d a n t   u n e   h e u r e ,   e t   r e m u é   d e   t e m p s  à a u t r e .  Le c o n t e n u  
d e s   c a p s u l e s   e s t   e n s u i t e   t r a n s f é r é   q u a n t i t a t i v e m e n t   d a n s   d e s   t u b e s   d e   c e n t r i f u g e u r ,   e n   u t i l i s a n t   d e  
pe t i t s   vo lumes   d 'ATC à 8 % ,  f r o i d .   C e n t r i f u g e r ,   p u i s   t r a i t e r   p a r   d e u x   f o i s   l e s   r é s i d u s   a v e c   d e   I ' A T C  
à 8 %  dans   l e s   mêmes   cond i t ions .  

L e s   s u r n a g e a n t s   s o n t   r é u n i s ,   p u i s   l ' o n   a m è n e  à u n   v o l u m e   d é t e r m i n é  (50 o u  100 m l )   a v e c  
d e   I ' A T C   d e   m ê m e   c o n c e n t r a t i o n .  

Le ré s idu   e s t   conse rvé   pour  la dé te rmina t ion   du   phosphore   l i p id ique   ( c f .   pa rag raphe   "phos -  
p h o r e   l i p i d i q u e " ) .  

2 - DIGESTION  DE LA FRACTION ACIDO-SOLUBLE TOTALE 

P r é l e v e r   u n e . p a r t i e   a l i q u o t e  (5 à 15 ml) d e   l ' e x t r a i t   t r i c h l o r a c é t i q u e   d a n s  un  matras   conte-  
n a n t   u n e   b i l l e   d e   v e r r e .   C o u v r i r   d ' u n   p e t i t   e n t o n n o i r .   A j o u t e r  1 m l  d ' a c i d e   s u l f u r i q u e .  

DIGESTION : 

C h a u f f e r   t r è s   l e n t e m e n t   p o u r   é v a p o r e r  la p l u s   g r a n d e   p a r t i e   p o s s i b l e   d e   l ' a c i d e   t r i c h l o r a c é -  
t i q u e  : la m a t i è r e   o r g a n i q u e   s e   c o n s u m e .   C h a u f f e r   j u s q u ' à   o b t e n t i o n   d ' u n e   s o l u t i o n   h o m o g è n e  et 
p o u r s u i v r e   l ' o p é r a t i o n   j u s q u ' à  ce q u e  la s o l u t i o n   p r e n n e   u n e   c o l o r a t i o n   l é g è r e m e n t   p l u s   c l a i r e .  
A j o u t e r   a l o r s ,   a v e c   p r é c a u t i o n ,   u n e   g o u t t e   d ' a c i d e   n i t r i q u e ,   d e   s o r t e   q u ' e l l e   c o u l e  le l o n g   d e  la 
p a r o i   d u   m a t r a s .   C o n t i n u e r  à c h a u f f e r   e n   é v i t a n t   c o n t i n u e l l e m e n t   u n e   s u r c h a u f f e .   A j o u t e r   u n e  
n o u v e l l e   g o u t t e  de NO3H. C h a u f f e r   d o u c e m e n t   j u s q u ' à  ce q u e  le l i q u i d e   s o i t   d é . c o l o r é   o u   q u ' i l  
p r é s e n t e   s e u l e m e n t   u n e   t e i n t e   j a u n e   p a i l l e .   P o u r s u i v r e  le c h a u f f a g e   u n e   m i n u t e   e n c o r e .   R e f r o i d i r .  
A j o u t e r   u n   p e u   d ' e a u   d i s t i l l é e  e t  p o r t e r  à é b u l l i t i o n   d e u x   o u   t r o i s   m i n u t e s   p o u r   d h a s s e r   l e s   v a p e u r s .  
T r a n s v a s e r   e n  fiole d e  25 ml e t   a m e n e r  à ce v o l u m e   e n   r i n ç a n t  le m a t r a s   a v e c   d e   l ' e a u   d i s t i l l é e .  
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I 

3 - DOSAGE DU PHOS.PHORE ACIDO-SOLUBLE TOTAL 
METHODE GENERALE DE DOSAGE 

I - Mé€azzge Alcool-Benz6ne 
Mélanger  au moment  de l 'emplo i  des volumes  égaux  d'alcool  isobutylique  et de  benzène, 

pour  analyses. 

2 - SoIution MoIybdique 
Dissoudre 50 g  de  molybdate  d'ammonium dans 400 ml d'acide  sulf,uiique à 10 N. Amener 

à 1 l i t re  avec  de  l 'eau  dist i l lée.  Garder  en  boutei l le  paraff inée. Préparer  au moment de l 'emploi .  

3 - Solution de chlorure  stanneux 
Dissoudre  10 g de SnC122HaO dans 25 m l  de HCI  concentré  et  garder dans un  flacon  brun. 

A part ir  de cette  solution,  préparer  au  moment  de  l 'emploi  une  solution  diluée  en  amenant 1  ml à 
200  ml  avec  du  S04H2N. Ce réactif  ne  reste pas stable  plus  d'un  jour. 

4 - Mélange  Acide  sulfurique-Ethanol 
< 

Mélanger à 980 ml d'éthanol à 99,5% e t 2 0  ml  de SO4H2  concentré  (vérif ier  la  réaction 
par  rapport à la stabi l i té  de  la  couleur  bleue  du  molybdate.  L' instabi l i té  peut  être  due à quelque 
contamination  de  l 'alcool. II faut  alors essayer  de changer la  qual i té  de  l 'a lcool   et   refaire  le 
mélange). . 

5 - Réactif  SiIico-tungstiqae 
II est ut i l isé  pour  la  défécation dans l e  dosage du  phosphore  minéral  libre, 

Dissoudre 5,7 g de sil icate de  sodium 9 H20,   e t  79,4 g de tungstate  de  sodium  2 H20,  dans 
500 ml d 'eau  d is t i l lée.   A jouter  15 ml  de  SO4H2  concentré.  Faire  bouil l ir  pendant  cinq  heures. 
Refroidir   et   amenerâ 1 l i t re .  

6 - Solution-étalon de P 
Préparer  une  solution-étalon à 1 mg de P/ml b partir  de  P04HpK  (séché à l l0OC)  pour  

analyses  (4,3936 g x facteur  de  pureté,  amené à 1 l i t re) .  

B - MÉTHODE 

Le  dosage est effectué sur une partie  aliquote de l 'extrait  tr ichloracétique, aprhs digestion. 

Dans les conditions de  concentrations  indiquées  plus  haut  (soit  500 mg de  matière  végétale 
lyophil isée  ramenée à 100 m l  dont 15 ml  subissent la  digestion  et  sont  ensuite ramenés b 25 ml), on 
prélève 1 ml, que  l 'on  introduit dans un  tube à essais  de 25 x 200 mm. Ajouter  de  l 'eau  dist i l lée 
pour  un  volume.de 15  ml, puis 25 m l  exactement mesurés  de la  solution  alcool-benzène  (1).  Mettre 
ensuite 5 ml de réactif  molybdique (2). Boucher et  agiter  aussit6t vigoureusement  30  secondes.  Lais- 
ser les deux phases liquides se séparer.  Préparer  dans un bécher 15 ml  du  mélange acide  sulfurique - 
éthanol  (4).  Pipeter dans  les  tubes 10 ml  de la  phase supérieure  organique e t  les introduire dans une 
f io le  de 25 ml.  Ajouter  avec la même pipet te   qu i  se trouve  ainsi  rinc6e, 1 O ml  du  mélange  acide 
sulfurique - éthanol (4), puis 1 ml de la  solution  diluée de chlorure  stanneux  (3).  Ajuster  les  fioles 
à 25 ml avec le mélange acide  sulfurique - éthanol. La coloration  bleue  obtenue est stable  plusieurs 
heures.  Attendre  une  dizaine de  minutes  pour  colorimétrer à 700 m . Faire  un  blanc.  Régler  le 
zéro à partir  du  mélange  alcool-acide  sulfurique. 



Calcul : 

m g  25 ' O o  = mg p a c i d o - s o l u b l e / g   d e   m a t i è r e   s è c h e  
pr i se  x 0,5 

C a l c u l e r  la c o n c e n t r a t i o n   e n  P e n   s e   r a p p o r t a n t à   u n e   s o l u t i o n - é t a l o n   d e  'P ( 6 )  d o n t  o n  
d é t e r m i n e   l e s   d e n s i t é s   o p t i q u e s   p o u r   q u e l q u e s   p o i n t s   d e   g a m m e .  

4 - DOSAGE  DES 

- Phosphore minéral 

Le p h o s p h o r e   m i n é r a l   l i b r e  

FRACTIONS DE L'ENSEMBLE ACIDO-SOLUBLE 

e s t   d é t e r m i n é  à p a r t i r   d e   l ' e x t r a i t   t r i c h l o r a c é t i q u e ,   s u r   u n e  
p a r t i e   a l i q u o i e   d e   l ' o r d r e   d e  1 ml p o u r   l e s   c o n d i t i o n s   d e   d i l u t i o n   i n d i q u é e s   p l u s   h a u t :  Le d o s a g e  
s ' e f f e c t u e   d i r e c t e m e n t  sans digestion s u i v a n t  la m é t h o d e   i n d i q u é e   c h a p i t r e  3. 

Le r é a c t i f   s i l i c o - t u n g s t i q u e   i n t e r v i e n t   é v e n t u e l l e m e n t   p o u r  la p r é c i p i t a t i o n   d e s   p r o t é i n e s ,  
si le m i l i e u   e n   c o m p o r t e   d e   f a ç o n   n o t a b l e .   O n   l ' i n t r o d u i t   a l o r s ,   a p r è s   l ' a d d i t i o n   d u   m é l a n g e   a l c o o l  
i sobu ty l ique -benzène .   Pu i s   on   pour su i t   pa r   l ' add i t ion   du   r éac t i f   mo lybd ique ,   e t c . .  

- Phosphore phytique 

A - RÉACTIFS 

1 - Solution de  chlorure  ferrique 
Dissoudre  15 g d e   F e C 1 3 6 H 2 0   d a n s  1 '  H C I   n o r m a l ,   A m e n e r  à 1 l i t r e   a v e c   H C I  N .  

2 - HC1 0,6 comportant  du  sulfate  de  sodium 

Dissoudre 100 g d e   s u l f a t e   d e   s o d i u m   a n h y d r e   d a n s   e n v i r o n  500 ml d ' e a u .   A j o u t e r  14,5 ml  
d e  HCI c o n c e n t r é .   A m e n e r à  1 l i t r e   a v e c   d e  l'eau d i s t i l l é e .  

3 - NaOH NI10 

4 - NaOH N 

5 - Phénolphtaléine 
S o l u t i o n  à 1 % d a n s   I ' é t h a n o l  à 95 %. 

B - MZTHODE  DE  DOSAGE 

U n e   p a r t i e   d e   l ' e x t r a i t   a c i d o - s o l u b l e   d a n s   A T C   e s t   n e u t r a l i s é e   p a r   d e  la s o u d e  N/10 e n  
u t i l i s a n t  la p h é n o l p h t a l é i n e   c o m m e   i n d i c a t e u r   e t   e n s u i t e   l é g è r e m e n t   a c i d i f i é e ,   O n   a m è n e  à 50 ml  
a v e c   d e   l ' e a u   d i s t i l l é e .  

In t rodu i r e   une   p r i s e   de  20 m l  d e   c e t   e x t r a i t   d a n s   d e s   t u b e s   d e   c e n t r i f u g e u s e   d e  50 ml .  Ajou-  
t e r  5 m l  d e  la so lu t ion   de   ch lo ru re   f e r r ique ,   en   f a i san t   t ou rne r  le t u b e   p e n d a n t   l ' o p é r a t i o n .  

D i spose r   l e s   t ubes   dans   un   ba in -mar i e   bou i l l an t   avec   un   pe t i t   ag i t a t eu r .   Chauf fe r  15 minu- 
t e s   e n   a g i t a n t   d e   t e m p s   e n   t e m p s   p o u r   a i d e r  la f l o c u l a t i o n   d u   p h y t a t e   f e r r i q u e .   R e f r o i d i r   e n s u i t e   l e s  
t u b e s   e n v i r o n   2 0   m i n u t e s   e t   r i n c e r   l e s   a g i t a t e u r s   a v e c   u n   p e u   d e   H C I  à 0,6%. 

C e n t r i f u g e r   2 0   m i n u t e s  à une   v i t e s se   supé r i eu re  à 2 0 0 0   t o u r s / m i n u t e .   J e t e r  le l iqu ide   sur -  
n a g e a n t   e t   l a v e r  le p r é c i p i t é   a v e c  5 c c   d ' H C I  à 0 , 6 %  v e r s é s  à la p i p e t t e ,   p o u r  le r e m e t t r e   e n  sus- 
p e n s i o n .   R i n c e r   l e s   p a r o i s   d u   t u b e   a v e c  2 cc  d ' H C L  à 6 % .  C e n t r i f u g e r  20 m i n u t e s  à n o u v e a u   e t  
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décanter  le  surnageant. 

Mettre l e  précipité en  suspension dans 5 m l  d'eau  bouillante,  Ajouter 2 ml de (NaOH) N et 
chauffer 15 minutes  au  bain-marie  bouillant,  en  agitant de  temps en  temps. f i l t rer   la  solut ion  en- 
core  chaude sur f i l t re  sans cendre dans un  ballon de 100 ml. 

Laver l e  tube  plusieurs  fois  avec  quelques  ml  d'eau  distillée  bouillante  et  verser  les  eaux 
de lavage sur le   f i l t re .  

Le  phosphore sera  dosé  sur une part ie  al iquote de cette  solution, après la  digestion  indi- 
quée  chapitre 2 .  

- Nuclgotides et non nucleotides  solubles 
A - REACTIFS 

K O H  5 N. 
Diéthyléther (CH3 CH2 OCH2  CH3). 
Acide  formique 4 N contenant  du  formiate  d'ammonium 0,8 M. 
Dowex 1 x 4 (formiate). 

B - MÉTHODE DE DOSAGE 

II est préférable  pour  ut i l iser  cette  méthode  de  travai l ler sur des solutions  extraites  par 
l 'acide  perchlorique,  de  preférence b des solut ions  extraites  par  l 'acide  tr ichloracétique. 

L'extrait  acide est puri f ié par  trois  extractions successives au  diéthyléther à raison de 5 vo- 
lumes d'éther  pour un  volume  d'extrait. II est ensuite  neutralisé  par KOH 5 N, puis  concentré sous 
pression réduite b 35OC. 

Après  refroidissement, le  perchlorate de  potassium  est  séparé  par centr i fugat ion  et   le sur- 
nageant est passé  sur une colonne de résine  Dowex 1 x 4 .  

Les dimensions  optimum  pour la  colonne sont  les suivantes : hauteur 10 cm, diamgtre 1 cm. 

Laver  la  colonne b l 'eau  et  éluer  les  nucléotides  avec 70 ml d'acide  formique  contenant 
du  formiate d 'NH4 (0,8 M). 

Le calcul de la  teneur  du  liquide  d'élution en nucléotides  solubles est indiqué par J .  INGLE 
elont Physiology, 1964,  va1.39, n05,  pp.735-740). 

- Fraction acide-soluble labile 
Cette  fraction est géneralement  rapportée, à partir de  l'ensemble  acido-soluble, à la quan- 

t i té de phosphore  dosée  apr8s  une  hydrolyse de 7 minutes, dont on soustrait la  quantité de  phosphore 
minéral  déterminée  selon  la  méthode  indiquée ci-dessus. 

La quantité P (7 minutes) - P minéral = P labile,  permet  d'estimer  le phosphore ayant p w r  
origine  le  groupement  phosphorique  terminal de la  carboxylase  et  ceux des nucléot ides d i  e t   t r i -  
phosphate. 

DOSAGE 

Prélever dans un  tube une partie  aliquote de l'extrait  soluble dans l 'acide  trichloracétique. 
Ajouter  une  quanti té  égale  de HCI 2 N et  chauffer  au  bain-marie à 100" de  sorte  que  le  l iquide 
soit à ébul l i t ion  exactement 7 minutes. 

Doser  ensuite  le  phosphore  suivant  la  méthode  indiquée  au  chapitre 3. 
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B - Dl?TERMINATIQN 
DU PHQSPHQRE LIPID.I<UB 

A - RBACTIFS 
Ethanol  à 95". 
M é l a n g e   m é t h a n o l - c h l o r o f o r m e  1 - 1  e n   v o l u m e .  
M é l a n g e   é t h a n o l - é t h e r   é t h y l i q u e  2-1 e n   v o l u m e .  
S 0 4 H  2 
N 0 3 H  

B - MÉTGODES 
Le r é s i d u   d e m e u r a n t   a p r è s   I ' é l i m i n a t i o n   d e  l 'acide t r i c h l o r a c é t i q u e   q u i   c o m p o r t e   l e s   f r a c -  

t i o n s   s o l u b l e s ,   e s t   t r a i t é   d a n s   u n   t u b e   d e   c e n t r i f u g e u s e   a v e c  15 ml  e n v i r o n   d ' a l c o o l   i t h y l i q u e  à 95'. 
( i l   e s t   p o s s i b l e   a u s s i   d e   t r a i t e r  le r é s i d u  avec  15 ml d ' a C é t a t e . d e   p o t c l s s i u m  0 , l  N d a n s   I ' é t h a n o l  
p o u r   é v i t e r   u n e   c o n t a m i n a t i o n   é v e n t u e l l e   d e  l'alcool p a r   d e s   m a t i è r e s   p r o t é i q u e s ) .  

B ien   mé lange r   e t   l a i s se r   r epose r   env i ron   t r en te   minu te s   pu i s   cen t r i fuge r . ,   Décan te r  le l iqu i -  
de s u r n a g e a n t   s u r   u n e   f i o l e  à d i s t i l l e r ,   e n   p r e n a n t   s o i n   d e   n ' e n t r a h e r   a u c u n e   p a r t i c u l e   d u   c u l o t .  
A j o u t ê r   e n v i r o n  15 ml d ' a l c o o l   é t h , y l i q u e  à 95O e t   f a i r e   b o u i l l i r   a v e c   p r é c a u t i o n   t r e n t e   s e c o n d e s  
d a n s   u n   b a i n - m a r i e .   C e n t r i f u g e r   u n e   n o u v e l l e   f o i s .   R é u n i r   l e s   s u r n a g e a n t s .   R é p é t e r   l ' . e x t r a c t i o n  
a v e c  le m é l a n g e   d ' é t h a n o l - é t h e r ,   t r e n t e   s e c o n d e s ,   p u i s   a v e c  le m é l a n g e   d e   m é t h a n o l - c h l o r o f o r m e ,  
t r e n t e   s e c o n d e s .   R é u n i r   t o u s   l e s   s u r n a g e a n t s .   D i s t i l l e r   l e s   s o l v a n t s ,   p u i s   e n t r a i n e r  la ma t i è re   g ra s se  
r e s t an te ,   dans   un   ma t ra s   avec   un   peu   d ' a l coo l  à 95". El iminer  la p l u s   g r a n d e   p a r t i e   d e   l ' a l c o o l ,   p a r  
é b u l l i t i o n ,   s o u s   h o t t e .   L a v e r  le r é s i d u   a v e c   I ' é t h e r   e t   s é c h e r   s o u s   v i d e   o u  à l ' a i r   p o u r   o b t e n i r   u n e  
p o u d r e   s è c h e   s u r   l a q u e l l e   o n   p o u r r a   p r é l e v e r   d e s   q u a n t i t é s   e x a c t e m e n t   p e s é e s .  

E f f e c t u e r   u n e   d i g e s t i o n   s u i v a n t  la m é t h o d e   c i - a p r è s  : 

Digestion - Méthode générale 
C e t t e   m é t h o d e   e s t   v a l a b l e   p o u r  la d é t e r m i n a t i o n   d u   p h o s p h o r e   l i p i d i q u e   e t   p o u r   c e l l e   d u  

p h o s p h o r e   t o t a l .  

1 - I n t r o d u i r e   u n e   b i l l e   d e   v e r r e   d a n s  le m a t r a s   c o n t e n a n t   I ' é c h a n t i l l o n .   C o u v r i r   a v e c  
u n   p e t i t   e n t o n n o i r .  

2 - A j o u t e r  3 ml d ' a c i d e   s u l f u r i q u e .   C h a u f f e r   a v e c   p r é c a u t i o n   j u s q u ' à   c e   q u e  la m a t i è r e  
o r g a n i q u e   s e   c o n s u m e ,   e t   q u e   l ' o n   o b t i e n n e   u n e   s o l u t i o n   h o m o g è n e .   C o n t i n u e r  le c h a u f f a g e   i u s -  
q u ' a  ce q u e  la s o l u t i o n   h o m o g è n e   p r e n n e   u n e   c o l o r a t i o n   l é g è r e m e n t   p l u s   c l a i r e .  

3 - F a i r e   t o m b e r   s u r  le l i q u i d e   e n   é b u l l i t i o n ,   u n e   g o u t t e   d ' a c i d e   n i t r i q u e .  
4 - C o n t i n u e r  à c h a u f f e r   e t   a j o u t e r ,   d è s   q u e   l e s   v a p e u r s   b l a n c h e s   a p p a r a i s s e n t ,   u n e   n o u -  

v e l l e   g o u t t e   d e  NO3H. 
5 - Poursu iv re   l ' oxyda t ion   p rog res s ive   j u squ ' à  ce que le m é l a n g e   d e   d i g e s t i o n   p r e n n e   u n e  

t e i n t e   p a i l l e   c l a i r .   C h a u f f e r   j u s q u ' à   c e   q u ' i l   d e v i e n n e   p r e s q u e   i n c o l o r e .   L a i s s e r   r e f r o i d i r .  Le l i -  
q u i d e   d e v i e n t   i n c o l o r e   a u   c o u r s   d u   r e f r o i d i s s e m e n t .  

6 - L a v e r   l ' o u v e r t u r e   d u   m a t r a s   a v e c   u n   j e t   d ' e a u   d i s t i l l é e   s u r   l ' e n t o n n o i r .  
7 - R e p r e n d r e   I ' é b u l l i t i o n   t r o i s   m i n u t e s   d e   p l u s   p o u r   é l i m i n e r   t o u t e s   t r a c e s   d e ,   N 0 3 H .  
8 - T r a n s f é r e r ,   a p r è s   r e f r o i d i s s e m e n t ,   q u a n t i t a t i v e m e n t   e n  fiole j a u g é e   d e   2 5  ou 50 m l .  

'Ajuster  le n i v e a u   a v e c   d e   l ' e a u   d i s t i l l é e .  Le d o s a g e   d u   p h o s p h o r e   e s t   r é a l i s é   s u i v a n t  la m é t h o d e  
i n d i q u é e   a u   c h a p i t r e  3 .  

Bibliographie 
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I 

1 - DETERMINATION DE L'ADM 

- Méthode de dosage par la Biphenylamine 

A - RZACTIFS 

D i p h é n y l a m i n e .  
A c i d e   a c é t i q u e   r e d i s t i l l é .  
A c i d e   s u l f u r i q u e .   c o n c e n t r é .  
A c é t a l d é h y d e  - s o l u t i o n  à 16 mg/ml. 
A c i d e   p e r c h l o r i q u e  à 5 %. 
S o u d e  0,0>5 M .  
A c i d e   d é s o x y r i b o n u c l é i q u e   ( t h y m u s   d e   v e a u  - p r o v e n a n c e  : Mann  Research   Lob.   inc . ) .  

B - MËTHODE 

Préparation  de l'extrait 
U n e   p a r t i e   d u   r é s i d u   s e c  (2) d e m e u r a n t ,   a p r è s   l ' e x t r a c t i o n   d u   p h o s p h o r e   l i p i d i q u e ,   e s t   t r a i -  

t é e   p e n d a n t   d e u x   p é r i o d e s   d e   v i n g t   m i n u t e s   c h a c u n e ,  à 7OoC p a r   d e   l ' a c i d e   p e r c h l o r i q u e  à 5 %. 
D a n s   c e r t a i n s   c a s ,   p o u r   f a v o r i s e r  la p r é c i p i t a t i o n   d e s   p r o t é i n e s ,   o n   p e u t   r e n o u v e l e r   u n e   a d d i t i o n  
d ' a c i d e   p e r c h l o r i q u e .   C o n s e r v e r  le ré s idu   pour  la d é t e r m i n a t i o n   d u   p h o s p h o r e   p r o t é i q u e   ( A v e c   c e r -  
ta ins   t issus ,  i l  e s t   c o n s e i l l e .   d ' é l e v e r  la t e m p é r a t u r e   j u s q u ' b  90OC). 

Préparation du  réactif 
Dissoudre 1 ! 5  g d e   d i p h é n y l a m i n e   d a n s  100 ml d ' a c i d e   a c 6 t i q u e   r e d i s t i l l é .   A j o u t e r  1,5 m l  

d ' a c i d e   s u l f u r i q u e   c o n c e n t r é   e t   g a r d e r  à l ' o b s c u r i t é .  

Le r é a c t i f   n e   d o i t   p a s   p r e n d r e   u n e   t e i n t e   b l e u e   e n   r e p o s a n t  

A v a n t   l ' u t i l i s a t i o n ,   a j o u t e r  0 , l  ml d ' a c é t a l d e h y d e   p o u r  20 m l  d e   r é a c t i f   u t i l i s é .   M é l a n g e r  
2 ml de  l ' e x t r a i t   a c i d e   p e r c h l o r i q u e  avec  4 ml d e   r é a c t i f ù  l a  d i p h é n y l a m i n e   e t   l a i s s e r   r e p o s e r   e n  
é t u v e  à 30' p e n d a n t   s e i z e  à v i n g t   h e u r e s .  

E f f e c t u e r   u n e   m e s u r e   d e   d e n s i t é   o p t i q u e  b 600 m,u et c o m p a r e r   a u x   v a l e u r s   o b t e n u e s   p o u r  
u n e  gamme étalon. F a i r e   u n   b l a n c .  

Préparation des standards 
L a   s o l u t i o n - m è r e   ( i c i  à 0,4 mg d ' A D w m l )  est p r é p a r g e   e n   d i s s o l v a n t   l ' A D N   d a n s   d e  la 

s o u d e  0,005 M, e t   c o n s e r v é e   a u   r é f r i g é r a t e u r .  

L e s   s t a n d a r d s   s o n t   o b t e n u s   e n   m e l a n g e a n t   v o l u m e  à v o l u m e  la s o l u t i o n - m è r e   A D N  et d e  
l ' a c i d e   p e r c h l o r i q u e  a 10%, le m é l a n g e   e s t   c h a u f f é  à 70OC p e n d a n t   e n v i r o n   q u a r a n t e   m i n u t e s .  La 
c o n s e r v a t i o n   d e s   s t a n d a r d s   s e   f a i t   e n   r é f r i g é r a t e u r .  

La g a m m e - C t a l o n   e s t   p r é p a r é e   p a r   d i l u t i o n   d e  la s o l u t i o n   s t a n d a r d   a v e c   d e   l ' a c i d e   p e r c h l o -  
r ique  à 5 Oh. 
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- Méthode à la p-Nitrophénylhydrazine 
A - RÉACTIFS 

p-Nitrophénylhydrazine - solution à 0,5 % dans I 'éthanol .  

Acide  t r ichloracét ique à 5 %. 
Acétate  de  n-butyle. 
Soude 2 N. 
Acide  désoxyribonucléique (thymus de veau - provenance : Mann Research Lab. inc.). 

B - MÉTHODE 

On  effectue  le dosage  sur une phrtie de  poids  connu  du  résidu sec demeurant après I'extrac- 
t ion  du phosphor- l ipidique. 

L'hydrolyse est opérée dans des tubes de  centrltugeuse  coniques  de 15 ml  en  présence  de 
3 ml  d'acide  tr ichloracétique à 5 % .  L'ori f ice  du  tube est  bouché  par  un  pantin  afin  de  l imiter  le 
plus  possible  les  pertes  par  évaporation. 

La  suspension est chauffée  pendant  trente  minutes  au  bain-marie à 90-100". ,Après refroi- 
dissement, ajouter à nouveau 3. ml d'acide  trichloracétique à 5 % et  centrifuger. Le culot est conser- 
vé  pour la  détermination du  phosphore protéique. 

Prélever 2 ml du  liquide  d'hydrolyse dans un tube  de  centrifugeuse  de 15 ml.  Effectuer  la 
même opération  avec 2 ml de la  solution  standard  d'ADN  contenant lOOY d'ADN  que  l 'on  aura  hy- 
drolysée dans les mêmes conditions.  (Préparer  simultanément  un  blanc  avec 4 ml d'ATC à 5%). A 
chacun des  tubes, ajouter 2 ml d'acide  trichloracétique à 5 %  et  0,2 ml du réact i fà   la   p-Ni t rophé-  
nylhydrazi'ne à 0,5%, frai'chement préparé.  Chauffer  au  bain-marie à 90-lOO", en  prenant  soin 
de  limiter  I'évaporation,  pendant  quinze  minutes.  Après  refroidissement,  ajouter 10 ml .d'acétate 
de n-butyle dans chaque  tube. 

Boucher  les  tubes e t  les  agiter  cinq minutes, puis  centrifuger  pour  achever  la  séparation 
des couches  organiques e t  aqueuses. Retirer  la  plus  grande  partie de la  couche  organique.  Pipeter 
ensuite 3 ml  de la  phase  aqueuse dans une  fiole  jaugée  de 5 ml bouchée  en  verre. Vérifier  qu'aucu- 
ne  gouttelette  organique  n'a  été  entrainée.  Ajouter  alors,  juste  avant  de  colorimétrer, 1 ml  de 
N a O H  2 N et  compléter à vo lume  avec  de  l 'eau  d is t i l lée  e t   ag i ter .  

La couleur  développée  par  l 'addit ion  de  NaOH  pâl i t  très  rapidement, s i  b ien  que  la   lec-  
ture  do i t   ê t re   fa i te  dans la  minute  qui  suit   cekte  addit ion. Les densités  optiques  sont mesurées b 
560 mp  avec  un  blanc  d'eau  distillée.  Colorimétrer  les standards exactement dans les mêmes condi- 
tions. (Le temps requis  pour  chaque mesure à 560 mp  doit  être  déterminé  avec  précision  et  être  tou- 
jours l e  même,  y compris  pour  les standards). 

Prdparation  des ,solutions standards d'BON 
Met t re  dans une  fiole  jaugée  de 50 ml, 25 mg d 'ADN (Thymus de  veau).  Ajouter 40 ml 

d'acide  tr ichloracétique à 5 %. Couvrir  et  chauffer  pendant  trente  minutes dans un bain-marie à 
90-100". Refroidir,  puis  amener à volume  avec  de  I 'ATC à 5 % .  Des  standards de  concentration 
plus basse sont  préparés  par la  dilution  appropriée de la  solution  avec  de I 'ATC à 5 %. (Si  l a  disso- 
lu t ion  de l ' A D N  dans l 'ac ide  t r ich loracét ique à 5 % n'est pas totale,  on  peut  opérer  une  solution 
préalable dans l a  soude 0,005 M. A part ir  de cette  solution,  les gammes sont établies  par une di lu-  
t ion  convenable. On ajoute  alors à un  volume  choisi  de  solution-mère, un volume égal d'ATC à 
10% et  on  chauffe  trente  minutes à 90-100" ). 

Bibliogruphie 

4 - BURTON (K.) - 1956 - A study of  the  condition  and  mechanism  of  the  diphenylamine  reaction 
for  the  colorimetric  estimation  of  desoxyribonucleique  acid. Bioch. J.,  62, pp.315-323. 

5 - WEBB (J.M.), LEVY (H.B.) - 1955 - A sensitive  method  for  the  determination  of  desoxyribo- 
nuc le i c   ac id   i n  tissues and  microorganisrns. J .  Bio/. Chern., 213, pp.107-117. 
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Si  la m é t h o d e   d é c r i t e  ici n e   , p r é s e n t e   , p a s  la p r é c i s i o n   d e  celle c o n s i s t a n t  à c h r o m a t o g r a -  
p h i e r   l e s   n u c l é o t i d e s   a p r & s   h y d r o l y s e ,   p u i s  à m e s u r e r   l e u r   d e n s i t é   o p t , i q u e  à 2 6 0   m p  , elle e s t   s u s -  
c e p t i b l e   d ' ê t r e   t o u t e f o i s   c o m m o d é m e n t   u t i l i s é e   d a n s   d e s   d é t e r m i n a t i o n s   d e   r o u t i n e .  II e s t   n é c e s s a i r e  - 

d e   d i s p o s e r   d ' u n   s p e c t r o p h o t o m è t r e  à u l t r a - v i o l e t ,   p o u r   d e s   m e s u r e s   d e   d e n s i t é . o p t i q u e  à 2 6 0   m p  . 

- Dosage par tometrie dan 
A  -.RÉACTIFS 

KOH 0,3 N .  
C12Mg 0,006 M. 
Ethanol  à 95 %. 
N a C I  0,Ol M. 
S o l u t i o n   H C I - N a C I - t a m p o n  ( 5 , 6  g N a C I  + 20 ml H C I   c o n c e n t r é   p o u r   2 4 0  ml d ' e a u  
d i s t i l l é e ) .  

B - m T H O D E  
D é p o s e r  20 mg d e   l ' e x t r a i t   s e c   ( R é s i d u   2 )   d a n s   u n   t u b e   d e   c e n t r i f u g e u s e   a v e c  1 ml d e  KOH 

0,3 N .  La i s se r   r epose r   pendan t   d ix -hu i t   heu res  6 [ ' é t u v e  6 37°C pu i s   r e f ro id i r  le t u b e   d a n s   d e   l ' e a u  
glacée. A j o u t e r   e n s u i t e  la s o l u t i o n   d e   C 1 2 M g   j u s q u ' à   u n e   c o n c e n t r a t i o n   e n  Mg égale a l O - 3 M .  
T o u j o u r s   d a n s  le b a i n  glacé, a f i n   d ' ê v i t e r   l ' h y d r o l y s e   d e s   n u c l é o t i d e s ,   a c i d i f i e r   a v e c   d e   l ' a c i d e  
p e r c h l o r i q u e   d i l u é   j u s q u ' à   a p p r o x i m a t i v e m e n t   p H   2 .   . A j o u t e r   u n   v o l u m e   d ' é t h a n o l  à 95'. 

Laisser  le m é l a n g e   r e p o s e r   v i n g t   m i n u t e s  à O' p u i s   c e n t r i f u g e r  et d é c a n t e r   e n   c o n s e r v a n t  
le s u r n a g e a n t .   L a v e r  le r é s i d u   a v e c   d e   l ' a c i d e   p e r c h l o r i q u e  à 1 %, g l a c é ,   e t   j o i n d r e  le l i q u i d e   d e  
r i n ç a g e  Q U  s u r n a g e a n t .   J e t e r  le r é s i d u   q u i   c o n t i e n t   d e s   p r o t é i n e s  et d e   l ' A D N   ( L ' A D N   p e u t   ê t r e  
r é c u p é r é   é v e n t u e l l e m e n t   d a n s   c e   r 6 s i d u ,   e n   h y d r o l y s a n t a v e c   d e l ' a c i d e   p e r c h l o r i q u e  à 5 %. C e p e n -  
d a n t   l a   d i g e s t i o n   a l c a l i n e   p e u t ,   a v e c   c e r t a i n s   t i s s u s ,   p r o v o q u e r   u n e   d é g r a d a t i o n   d e   l ' A D N   q u i   n ' e s t  
a l o r s ,  à c e   s t a d e ,   q u ' i n c o m p l è t e m e n t   r é c u p é r a b l e .  I I  e s t   p o s s i b l e   d ' e f f e c t u e r   d e s   d o s a g e s   c o m p a r a -  
t i f s   d e   l ' A D N   a p r è s   h y d r o l y s e   a c i d e   d i r e c t e  e t  h y d r o l y s e   d u   r é s i d u ) .   A j u s t e r  le l i q u i d e  à p H  8-9 
a v e c   l a   s o l u t i o n   d e   p o t a s s e   d i l u é e .   R e f r o i d i r   j u s q u ' à   f o r m a t i o n   d ' u n   p r é c i p i t é   q u ' o n   s d p a r e   p a r   c e n -  
t r i f u g a t i o n .   C o n s e r v e r  le s u r n a g e a n t .   L a v e r  le p r é c i p i t é  à l ' e a u   f r o i d e .   J o i n d r e   l e s   r i n ç a g e s   a u  
s u r n a g e a n t .  

C - PRZ?PARATION DE LA RÉSINE lk"ANGEUSE D'IONS 

Réactifs 
R é s i n e   D o w e x  1 x 10 fo rme   CI -  - 200 - 400 mesh .  
C o l o n n e   d e  5 c m   d e   l o n g u e u r   s u r  0 , 5  cm2  (Si  le t i s su   végé ta l   e s t   suscep t ib l e   de   com-  

. p o r t e r   u n e   f o r t e   p r o p o r t i o n   d ' i m p u r e t é s ,  i l  p e u t - ê t r e   n é c e s s a i r e   d ' a u g m e n t e r  la 
h a u t e u r   d e  la c o l o n n e ) .  

HCI N .  
N a O H   o u  N H 4 O H  N .  

Traitement 

La r é s i n e   d o i t   ê t r e   t r a i t é e   S u c c e s s i v e m e n t   p a r   d e   I ' H C I  N ,  d e  l'eau d i s t i l l é e ,   d e  la NaOH 
o u   d e  I ' N H 4 0 H  N, p u i s  à n o u v e a u   d e   l ' e a u   d i s t i l l é e .  La r é s i n e   n e   d o i t   r e s t e r   q u e   q u e l q u e s   i n s -  
t a n t s   a u   c o n t a c t   d e   I ' H C I  et d e  I 'NHdOH, t a n d i s   q u e   l e s   r i n ç a g e s   i n t e r m e d i a i r e s  à l ' e a u   d o i v e n t  
ê t r e   p l u s   p r o l o n g é s   e t   é v a c u é s   a v e c   p r é c a u t i o n .   T r a i t e r  à n o u v e a u  la r é s i n e   p a r  I 'HCI N e n   I ' a g i -  
t a n t   q u e l q u e s   s e c o n d e s   d a n s   l ' a c i d e .  

D è s   q u e  la s é d i m e n t a t i o n   s ' o p è r e ,   d é c a n t e r  le l i q u i d e   q u i   e n t r a i n e   l e s   p l u s   f i n e s   p a r t i c u l e s .  
Répé te r   p lus i eu r s   fo i s  le l a v a g e  à l ' e a u   d i s t i l l é e .   D é c a n t e r .  
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R e m e t t r e  à n o u v e a u  la r é s i n e   e n   s u s p e n s i o n   d a n s  l 'eau, p u i s  la ve r se r   su r  la c o l o n n e   e t  la 
l a i s s e r   s e   s t a b i l i s e r ,   p a r   g r a v i t é .   E v a c u e r   l ' e a u   a v e c   p r é c a u t i o n .   R é p é t e r   l ' o p é r a t i o n   j u s q u ' à   c e  
q u e  la c o l o n n e   a t t e i g n e  la h a u t e u r   d é s i r é e .  Le r i n ç a g e   f i n a l   d o i t   f o u r n i r   u n   l i q u i d e   n e u t r e .  La 
r é s i n e   a i n s i   p r é p a r é e   n e   p e u t   ê t r e   u t i l i s é e   q u ' u n e   o u   d e u x   f o i s .  

D -DOSAGE 

Fa i re   pas se r  le l i q u i d e   s u r n a . g e a n t   ( q u e   l ' o n .   p e u t   c o n c e n t r e r   p r é a l a b l e m e n t )   r é s u l t a n t   d e s  
c e n t r i f u g a t i o n s ,   s u r  la r é s i n e  o ù  l e s   n u c l é o t i d e s   s e r o n t   r e t e n u s .  . 

A j o u t e r   u n e   s o l u t i o n   d e   N a C l  0,Ol M p o u r   l a v e r  la c o l o n n e   e t   j e t e r .   E l u e r   l e s   n u c l é o t i d e s  
p a r  la s o l u t i o n   N a C I - H C I .   P r é l e v e r  40 ml d ' é l u a t ,   p u i s   d e s   f r a c t i o n s   s u c c e s s i v e s   d e  5 ml j u s q u ' à   c e  
q u e   l a  D.O. s o i t   n u l l e  à 260 m p .  Le b l a n c   e s t   m e s u r é   s u r  la s o l u t i o n   H C I - N a C I .  

La t e n e u r   e n   A R N   e s t   e s t i m é e   s u r  la b a s e   d ' u n e   s t r u c t u r e   t é t r a n u c l é o t i d e   t h é o r i q u e  : 

D .  O .  (à 260 mp) x 3 2  = y ARN/ml 

- Dosage de ARN par la détermination du Ribose 
C e s   m é t h o d e s   d e   d o s a g e . p e u v e n t   c o n d u i r e  à d e s   r é s u l t a t s   i n e x a c t s   d a n s  le c a s  où l e , p r o c e s -  

sus d e   p u r i f i c a t i o n   n e   s e r a i t   p a s   c o m p l e t .  

pmmZm MÉTHODE 

Réactif 

.So lu t ion   d ' o rc ino l  à 0,4% dans   HCI   12  N c o m p o r t a n t  0,04% de   C13Fe .  

Dosage 

M e t t r e   d a n s   u n   t u b e  à e s s a i s   u n e   p r i s e   d e  0 , 2  ml d e  la s o l u t i o n  à d o s e r ,   d a n s  1 m l  d ' e a u  
d i s t i l l é e .   A j o u t e r  2 ml d e  la s o l u t i o n   d ' o r c i n o l ,   f r a i c h e m e n t   p r é p a r é e .  

A g i t e r   l e s   t u b e s ,   l e s   c o u v r i r   p u i s  les l a i s s e r   s u r   u n   b a i n - m a r i e   b o u i l l a n t   p e n d a n t   q u i n z e  
m i n u t e s .   L e s   r e t i r e r   e t   a t t e n d r e  7 à 8 m i n u t e s   a v a n t   d e   l i r e   l e s   d e n s i t é s   o p t i q u e s  à 660 mp. F a i r e  
u n   b l a n c .   E t a l o n n e r   p a r   l e s   s o l u t i o n s   s t a n d a r d s   ( v o i r   p l u s   l o i n ) .  

DEUXIÈME MÉTHODE 

Rdactif 

C o m p o s i t i o n   d e s   c o n s t i t u a n t s  : 
( 1 )  S o l u t i q n   a q u e u s e   d ' o r c i n o l  à 1 % (à c o n s e r v e r   a u   r é f r i g é r a t e u r ) .  
(2 )   HCI   concen t r é .  
(3) S o l u t i o n   a q u e u s e   d e   F e C 1 3 ,  6 H z 0  à 10%. 

M é l a n g e r  : 10 m l  d e  ( l ) ,  
40 ml d e  (2),-  

1 ml d e  (3). 

P r é p a r a t i o n   d u   r é a c t i f  : 

Dosage 

A u n e , p r i s e   d e  0 ,2  ml d e  la s o l u t i o n  à d o s e r ,   q j o u t e r  2 ml d e   r é a c t i f ,   d a n s   d e s   t u b e s  à 
e s s a i s .   A g i t e r ,   c o u v r i r   p u i s   c h a u f f e r   h u i t   m i n u t e s   e n v i r o n   a u   b a i n - m a r i e   b o u i l l a n t .  

L a i s s e r   r e f r o i d i r   p u i s   l i r e  les  d e n s i t e s   o p t i q u e s   ( f i l t r e   r o u g e ) .   C o m p a r e r  à d e s   s t a n d a r d s  
p r é p a r é s   c o m m e   i l   e s t   i n d i q u é   c i - a p r è s .  
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Préparation  des  standards : Purification  de I'ARN de  levure 

On  peu t   u t i l i se r  comme  standard l e  d.Ribose  ou I 'ARN de  levure  (provenance : British 
Drughouse,  distribué  par  Serlabo). 

La levure est alors  purif iée  de la façon  suivante : 

Mettre  en suspension 10 g d'ARN de  levure dans 50 ml d'eau  disti l lée.  Refroidir dans un 

Ajouter  lentement une solution de N a O H  5 N, jusqu'h  clari f icat ion  du  l iquide. 
Ve i l l e r  b ce  que l e  mélange  demeure froid  et  à ce  que le pH  ne dépasse pas 6. 
Mesurer l e  volume,  puis lui   ajouter  cinq  fois sa valeur  d 'acide  acét ique  glacial .  Laisser 

bain  glacé  jusqu'à  environ 2'. 

reposer  une dizaine de  minutes b la  température  ambiante. 

La levure  reprécipitée  par  l 'acide  acétique est f i l t rée  sous vide,  puis  lavée  deux à trois 
fois b l 'eau  et  trois b quatre  fois b l 'a lcool  b 95'.  Le préc ip i té  est remis  en suspension  dans 40 à 
50 m l  d'eau  disti l lée  et  traite une nouvelle  fois  par la soude et  l 'acide  acétique.  Finalement il est 
lavé à l 'eau  disti l l&e, à I'éthanol,  puis b I 'éther,  et séché b l ' a i r  jusqu'b  poids  constant. 

L'hydrolyse est opérée sur cette poudre,  dans des conditions  identiques b celles  indiquées 
pour  I 'échantil lon. 

On  peut   vér i f ie r   le   coe f f i c ien t  de  pureté  de I 'ARN de  levure  par  une  détermination  du 
ribose,  en utilisant  pour  standard  du  d-ribose  pur. La ,pro.portion  théorique  de  d-ribose  réagissant 
'à I 'orc inol ,  à partir  de I 'ARN de levure est théoriquement  d'environ  23,4% (il s'agit  essentielle- 
ment des pentoses-purines  nucléotides,  soit  environ la  moit ié des pentoses totaux,  en  effet les pen- 
toses-pyrimidiques  nucléotides  ne  donnent pas de  réaction b I 'orcinol,   car i l s  ne  s'hydrolysent pas 
facilement. 

Le calcul  du pourcentage d'ARN donne : 

quantité  de  ribose  retrouvée après la   pur i f icat ion 
23,4 

% ARN = x 100 

CaIcuI du P-ARN et du P-DNA 
Le  phosphore nucléique est évalué  d'après l e s  proportions  moyennes  de P dans chacun des 

acides  nucléiques,  soit  9,2% dans l ' A D N   e t   9 %  dans I 'ARN. 
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D - PHOSPHORE PROTÉIQ~UE 

Le r é s i d u   d e m e u r a n t   a p r è s   l ' e x t r a c t i o n   d e s   a c i d e s   n u c l é i q u e s   e s t   t r a i t é   p a r  NaOH N ,  p e n -  
d a n t   q u i n z e   m i n u t e s  à 100' p o u r   e x t r a i r e   l e s   p r o t é i n e s .  

O n   p e u t   d é t e r m i n e r   s u r   l ' e x t r a i t   a l c a l i n   l ' a z o t e   t o t a l   p a r   K j e h l d a h l  e t  e n   d e d u i r e  la t e n e u r  
e n   p r o t é i n e s   d ' a p r b s  la f o r m u l e  : 

t e n e u r   e n   p r o t é i n e s  = A z o t e   t o t a l  x 6 / 2 5  
( O n   p e u t   é g a l e m e n t   d é t e r m i n e r  la t e n e u r   e n   p r o t é i n e s ,   s u r   u n e   a u t r e   q u a n t i t é   d e   t i s s u  
v é g é t a l   l y o p h i l i s é e ,   s u i v a n t  la m é t h o d e   i n d i q u é e   p a r   L O W R Y  O .  H. ( 16).). 

I I  e s t   p o s s i b l e ,   a u s s i ,   s u r   l ' e x t r a i t   a l c a l i n ,   d ' e f f e c t u e r   u n e   c o l o r i m é t r i e ,   e n   u t i l i s a n t  le r é a c -  
t i f   a u   p h é n o l ' d e   F o l i n .  

e t ' A . 3 .  
O n   p e u t   e n f i n   r é a l i s e r  le d o s a g e   d e  P ,  s u r   l ' e x t r a i t ,   a p r è s   d i g e s t i o n ,   v o i r   c h a p i t r e s   A . 2  

Le t r a i t e m e n t  à la s o u d e   p e u t ,   d a n s   c e r t a i n s  cas, n e   p a s   d o n n e r   u n e   e x t r a c t i o n   q u a n t i t a t i v e .  
O n   p e u t   a l o r s   ê t r e   a m e n é  à e f f e c t u e r   s u r  le r é s i d u   u n e   m i n é r a l i s a t i o n ,   p u i s  le d o s a g e   d u   p h o s p h o r e  
( v o i r   d i g e s t i o n ,   c h a p i t r e  B ,  e t   d o s a g e   c h a p i t r e   A . 3 ) .  Le d o s a g e   d e   l ' a z o t e   p r o t é i q u e   p e u t   ê t r e   é g a -  
l e m e n t   f a i t   s u r   u n e   p a r t i e   d u   r é s i d u .  

E - PHOSPHORE T0TA:L 

. Le dosage   du   phosphore   t o t a l   e s t   r éa l i s é   su r  la p o u d r e   v é g é t a l e   l y o p h i l i s é e ,   a p r è s   d i g e s t i o n ,  
s o i t   s u i v a n t  la m é t h o d e   i n d i q u é e   c i - d e s s u s   e n   A . 3 ,   s o i t   s e l o n   l a   m é t h o d e   c o l o r i m é t r i q u e   a u   v a n a d o -  
m o l y b d a t e  (14). 
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1 6  - L O W R Y   ( O . H . ) ,   R O S E B R O U G H   ( N . J . ) ,  FARR (A.L.),   RANDALL  (R.J.)  - 1951 - Protein  mea-  
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su remen t   w i th   Fo l in -pheno l   r eagen t .  J .  Biol. Chern. ,   193,   pp.265-275.  
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A - EXPOS' DU PROBLÈME 

Lorsqu 'on   dose   un   tou t   g loba lement   e t   qu 'on   dose   s6parément   l es   f rac t ions   qu i  le cons t i tuent ,  

l e s   r é s u l t a t s   d e s   d o s a g e s   p a r t i c u l i e r s   n e   c u m u l e n t   q u ' e x c e p t i o n n e l l e m e n t   a u   r é s u l t a t   d u   d o s a g e   d u  

t o t a l .   C e c i   e s t   d û  à la v a r i a b i l i t é   d e s   m e s u r e s ,   v a r i a b i l i t é   a n a l y t i q u e   e t   v a r i a b i l i t é   b i o l o g i q u e   e n  

p a r t i c u l i e r .  Le p r o b l è m e   d e  la co r rec t ion   op t ima le   des   r6 su l t a t s   s e   pose   a lo r s ,   impéra t ivemen t  même, 

s i   l e u r   e x p l o i t a t i o n   n é c e s s i t e  la v é r i f i c a t i o n   d e  la c o n d i t i o n   d e   c u m u l .  I I  s ' e s t   e n t r e   a u t r e s   p o s é  à 

p r o p o s   d u   d o s a g e   d e s   c o n s t i t u a n t s   p h o s p h o r é s   v e g é t a u x   a u   L a b o r a t o i r e   d ' A n a l y s e s   v é g é t a l e s   d e  

1 ' O . R . S . T . O . M .  ( 1 ) .  C ' e s t   s u r   c e t   e x e m p l e   q u e  la m é t h o d e   d e   c o r r e c t i o n   v a   d t r e   e x p o s é e .  

Le p h o s p h o r e   t o t a l   a i n s i   q u e   s e s   d i f f é r e n t e s   f o r m e s   d a n s  la p l a n t e   o n t   é t é   d o s é s .   N o u s   a p -  

p e l l e r o n s   y i  la t e n e u r   e n   i è m e   f o r m e   ( n o u s   s u p p o s e r o n s   q u ' i l  y e n  a n )   e t   y t  la t e n e u r   e n   p h o s p h o r e  
n 

t o t a l .  La r e l a t i o n   d e   c u m u l   q u ' o n   d e v r a i t   a v o i r   s ' é c r i t  2 y i  = y t .   D a n s  la p r a t i q u e  

n ' e s t   p a s   v é r i f i é e  et n o u s   o b s e r v o n s   u n e   d i f f é r e n c e   n o n   n u l l e   e n t r e   y t -   e t  9 yi ; n o u s  

D = y t  - 3 y i .  

i 01 

i Pl 

i pl 

Le p r o b l è m e   e s t   d ' e s t i m e r  b p a r t i r   d e s  y d e s   t e n e u r s  t v é r i f i a n t  la r e l a t i o n   d e  

c e t t e   r e l a t i o n  

I ' a p p e l o n s  D : 

c u m u l ,  a u t r e -  

m e n t   d i t   d e   c a l c u l e r   d e s   c o r r e c t i o n s  c à a p p o r t e r   a u x   y .   P o u r  le r é soudre   nous   f e rons   une   hypo thèse  

g é n é r a l e  : t o u s   l e s   é c a r t s   a u x   v é r i t a b l e s   v a l e u r s   s o n t   g a u s s i e n s  et i n d é p e n d a n t s .   M o y e n n a n t  cette 

h y p o t h è s e  la m é t h o d e   d e s   m o i n d r e s   c a r r é s   q u e   n o u s   a l l o n s   u t i l i s e r   p o u r   e s t i m e r   l e s   c o r r e c t i o n s  c 

s ' i d e n t i f i e  à la m é t h o d e   d u   m a x i m u m   d e   v r a i s e m b l a n c e  (2). 
n 

i -1 
S o i t  T~ e t  T~ l e s   v é r i t a b l e s   t e n e u r s .   N o u s   a v o n s   é v i d e m m e n t  C ~i - 7, = O .  S o i t   a u s s i   t i  

E c r i v o n s   e n f i n   q u e   l e s   c o r r e c t i o n s  à a p p o r t e r   a u x  y s ' a j o u t e n t  b c e s   d e r n i e r s   p o u r   d o n n e r  

l e s   t e n e u r s  t : t i  = y ;  + ci et t t  = yt  + ct.  La r e l a t i o n   d e   c o n t r a i n t e   s ' é c r i t  : 

s o i t  : 
n 

i =Il 
x ci - c t =  D 

(2) Si cette  hypothèse  n 'est   pas  vérifiée,  la méthode  des  moindres  carrés  peut  encore  être  utilisée  en  tant  que 
te l le  mais  ne  s ' ident i f ie   plus  à la méthode  du m a x i m u m  de  vraisemblance.  
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B - DOSAGE 

AVEC FRACTIONNEMflNT SIMPLE 

I I  s ' a g i t   d u   c a s   f r é q u e n t  où le dosage   g loba l   e s t   s imp lemen t   s c indé   en  n dosages   é l émen ta i r e s  

s ans   que   ceux-c i   f a s sen t   l ' ob j e t   d ' un   f r ac t ionnemen t   de   deux ième   o rd re .  

1 - MESURES D'EGALE PREClSlON 

L 'hypo thèse   d ' éga le   p réc i s ion   e s t   en   f a i t   peu   r éa l i s t e  : d a n s  la presque   to ta l i té   des   cas   p ra-  

t i q u e s  i l  f a u d r a  la m e t t r e   e n   d o u t e .   C ' e s t   p o u r q u o i   n o u s   l ' a b a n d o n n e r o n s   p a r  la s u i t e ,   m a i s   l ' e x p o s é  

d e  la s o l u t i o n   e t   s o n   i n t e r p r é t a t i o n   g é o m é t r i q u e   s o n t   p e u t - ê t r e  un   peu   p lus   c l a i r s   su r  ce c a s   s i m p l e .  

a - PRINCIPE DE CALCUL 

Comme  nous   l ' avons   d i t   c i -des sus ,   l e s   c i   s e ron t   e s t imés   pa r  la méthode   des   moindres   car rés  : 

n 

i.=l 
f = E (y i  - t ; ) 2  + (yt - tt)2 = Z cf' f c: s e r a   r e n d u   m i n i m u m   c o m p t e   t e n u   d e  la r e l a t i o n  de  

c o n t r a l n t e  'c c i  - ct = D .  
i =J 

i 

Le p r o b l è m e  b r é s o u d r e   e s t   u n   p r o t l è m e   d ' e x t r e m u m  lié : 

f = Z c2 + c: m i n i m u m  

avec  g = Z ci - c t  - D = O .  

La t e c h n i q u e   c l a s s i q u e   d e s   m u l t i p l i c a t e u r s   d e  LAGRANGE n o u s   f o u r n i t  la s o l u t i o n  : nous  
a l l o n s   r é s o u d r e   d f   + A d g  = O,  s o i t  : 

2 c ; +  A = O (n   équa t ions )  

2 c t  - A = 0 (1 é q u a t i o n ) .  

En a d d i t i o n n a n t   l e s  n p r e m i è r e s   é q u a t i o n s   e t   s o u s t r a y a n t   d e  la somme la d e r n i è r e   n o u s   o b -  

t e n o n s  : 

s o i t  

d ' o ù  

2 ( X c i  - kt )  + (n + 1)  A = O 

2 D +   ( n +   1 ) A = O  

2,= -- 2D 
n+ 1 

c . =  - e t  c t  = - - 
1 n + l  n+ 1 

D D 

chaque   t eneur   é l émen ta i r e   e s t   donc   co r r igée   de   D / (n+ l )   e t  la t eneur   en   phosphore   t o t a l   de  - D/(n + 1 ) .  

Pour   une   p rec is ion   cons tan te   nous   t rouvons   une   cor rec t ion   cons tan te .  
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Elle e s t   a s s e z   s i m p l e  : d a n s   l ' e s p a c e  R n + ] ,  C c i  + c t   r e p r é s e n t e  le c a r r é   d e   l a   d i s t a n c e   d e  

l ' o r i g i n e  au p o i n t  M ( c , ,   c 2 ,  . . . cn ,   c t ) .  C ci - c t  = D e s t   I ' é q u a t i o n   d ' u n   h y p e r p l a n  H. Le p o i n t  

M e s t   s u r  H p u i s q u e  la r e l a t i o n   d e   c o n t r a i n t e   d o i t   ê t r e   v é r i f i é e .  La d i s t a n c e  OM e s t   é v i d e r n m e n t  

m i n i m a l e   l o r s q u e  M e s t  la p r o j e c t i o n   o r t h o g o n a l e   d e   l ' o r i g i n e   s u r  H .  

2 2  

I I  e s t   é v i d e n t   q u e   I ' h y p e r p l a n   e s t   é g a l e m e n t   i n c l i n é   s u r   t o u s   l e s   a x e s   ( l e s   c o e f f i c i e n t s   d e s  

c s o n t   t o u s   é g a u x  à 1 e n   v a l e u r   a b s o l u e )  ; l e s   c o o r d o n n é e s   d e  la p r o j e c t i o n   d e   l ' o r i g i n e   s u r  l u i  s o n t  

d o n c   t o u t e s   é g a l e s  : c i  = c o n s t a n t e  = c e t  c t = - c .   ' N o u s   o b t e n o n s  à p a r t i r   d e   1 ' 6 q u a t i o n   d e  H : 

n c  - (-c) = D 
D 

n+ 1 
c =- 

d ' o ù   e t   c t  = -- c i  =x n+ 1 
D 

O n   p e u t   d ' a i l l e u r s   a i s é m e n t   v é r i f i e r   q u e  la d i s t a n c e   d e   l ' o r i g i n e   a u   p o i n t  (D/(n+l), . . 
. ., D/(n+l), - D/(n+l)  ) d e  H e s t   b i e n  lD/ml , va leu r   fou rn ie   pa r   l a   fo rmule   géné ra l e ,   au t r emen t  

d i t   o n   p e u t   v é r i f i e r   q u e   c e   p o i n t   e s t   b i e n   l a   p r o j e c t i o n   d e   l ' o r i g i n e   s u r  H (3) : 

URES D'INEGALE PRECl 

N o u s   p o u v o n s   m a i n t e n a n t   a b a n d o n n e r   I ' h y p o t h G s e   d e   m e s u r e s   d ' é g a l e   p r é c i s i o n   p o u r   p a s s e r  

a u   c a s   r é e l .   N o u s   c o n s e r v o n s   l ' h y p o t h è s e   g é n é r a l e   d e   n o r m a l i t é   e t   d ' i n d é p e n d a n c e   d e s   é c a r t s   a u x  

v é r i t a b l e s   v a l e u r s .  

a - PIUTVCIPE DE CALCUL 

n 

; =1 
N o u s   a v o n s   t o u j o u r s  C c i  - c t = D  

m o i s   c e t t e   f o i s  la s o m m e   d e s   c a r r é s  à min imise r   e s t  : 

w i   é t a n t  le p o i d s   a c c o r d é  ci e t   w t  le p o i d s   a c c o r d é  à ct e n   f o n c t i o n   d e  la p r é c i s i o n   d e   c h a c u n  

d e s   d o s a g e s   c o r r e s p o n d a n t s .  

$ "i cf + W t  Ct  2 
I =1 

A p p l i q u a n t  l a  m é t h o d e   d e s   m u l t i p l i c a t e u r s   d e   L A G R A N G E ,   n o u s   d e v o n s   r e n d r e  

f = ~ w ;  cf + wt c: m i n i m u m  avec  g = c ci - c t  - D = O .  

(3j La dis tance  du  point   (x;  , X; , . . ., x; , x;+1 ) 6 I 'hyperplan a l x l  + a 2 x 2  + . . . + a n + l x n + l  + b = O 
e s t   a l  X I ,  + a 2 x i  + . . . + an+lxA+l + b 

2 
n+ 1 

la   dis tance  de  l 'or igine 6 H est   donc \&j 



En dérivant, nous obtenons : 

2w i   c i  + A =  0 (n  équations) 

2 w t c t  - A = O ( 1  Bquation) 

ou  encore 

En additionnant  les  n  premières  équations  et  soustrayant  de  la somme la  dernière, nous obtenons : 

d 'où 

c i  = . D  
1 

1 -  1 wi 1 * .- 

e t   c t  = - D  1 

"F + G  

S i  tous les w i  sont  égaux nous retrouvons  bien  les  formules  précédentes. 

Moyennant l e  changement  de  variable  ui = c i  6 l ' interprétation  géométrique  faite c i -  

dessus reste valable.  L'équation de H devient : 

Sous sa forme  normale,  elle  s'écrit C ui   *cosai  - ut  cos a, = d. Les cosusont  les cosinus 

1 
directeurs  de  la  normale à H e t  d la  distance  de  l 'origine à H, par  conséquent : 

Jw;' 

cosa; = 4- 

Les coordonnées  du  pied  de  la  normale passant par  l 'or igine sont u i  = d cosai. 

D 'Ob D 1 - D  ' 1  
3t u t  = 
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En revenant  aux  variables  c nous obtenons : 

c -FIXATION DES POLDS 

O n  peut, sur  des considérations  particulières,  théoriques ou  autres, f ixer CI priori les  va- 

leurs  relat ives des w  et  utiliser  les  formules  ci-dessus. I I  y  a  d 'a i l leurs  dans  cet te  f ixat ion  deux 

positions  correspondant  aux  hypoth&ses  suivantes : 

1 - Les teneurs v ra ies r i   e t r t   don t  il a  été  question ci-dessus  sont  les véritables  teueurs 

dans la  populat ion  étudiée  (att i tude  du  biologiste). 

2 - Les T sont  les véritables teneurs  du  matériel soumis à l'analyse  (attitude  du  chimiste). 

La n6tre sera celle  plus  globale du biologiste  prenant  en  compte  les  variabilités  naturelle 

et  analyt ique. Le chimiste  ne  s'occupera  que  de  la  variabil ité  analytique.  Nous  considérons  en 

effet que notre  but est l 'estimation des teneurs dans l e  matériel soumis à expérimentation  et non dans 

I 'échantil lon  parvenant  au  laboratoire. 

Notre  at t i tude nous conduira,  en  particulier dans le   po in t  8-3, à envisager  une  hypothèse 

te l le  que c f  = KT: (avec w i  = l / a  i ) qui  amène  la  teneur en total à avoir  la  plus  grande  va- 

r iance  donc  le  poids  le  plus  faible.  C'est  en  fait   d'ai l leurs  ce  qui est l e  plus  couramment  observé. 

Le chimiste,  au  contraire,  accordera  au dosage du  total  le  poids  le  plus  élevé  car il le  considèrera 

comme le  plus  précis.  C'est en effet un  dosage réalisé  bien  souvent  par  une  technique assez simple 

après  un  nombre  restreint  de  manipulations. 

a 

O n   v o i t  donc  que  les  deux  attitudes  arrivent à être  contradictoires.  De  toutes  façons  les 

formules  générales  peuvent  être  appliquées dans l 'un  e t   l 'aut re  cas, la  divergence  n'apparaissant 

que  lors  de  l'attribution des poids  qui sont fixés  par des critères  differents : étude  de  précision de 

dosage pour l e  chimiste,  examen  de  la  variabil ité  naturelle  pour  le  biologiste. 

Un  exemple  de  fixation des poids est le  suivant : 

On  accorde  toute  confiance au  dosage  du total,  autrement  dit on affirme que la  différence 

D observée  ne  provient  que des fract ions.  Ceci  revient à considérer yt  comme certain,  donc à l u i  

accorder un  poids in f in i  : wt =CO 

On  peut  aussi décider de corriger  peu  les  faibles teneurs et  beaucoup  les  fortes  en  prenant 

pour  chaque  résultat de  dosage un  poids  inversement  proportionnel b ce  dernier : w i  = l / y i  . O n  

obtient  alors  ci  = D / ( C y i )  . y; e t   c t  = O .  [ l  
Comme on  considère  que  les  erreurs  ne  proviennent  que des fractions,  on  remplace  au  dé- 

nominateur C y i  , errone,  par yt , sûr, pour  obtenir en déf in i t ive : 
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d 'où 

t i  = y i  ( 1  + D/y t )   e t   t t  = yt. 

Ces formules  sont  citées  car  elles  ont  parfois  été  envisagées  après  un  établissement  plus 

ou moins i n tu i t i f .   On   vo i t  les  hypothèses  qu'elles  supposent : yt  non  aléatoire  (val idi té  plus que 

douteuse) et  variances  proportionnelles  aux moyennes (cf.  point 8-3, hypothèse à vérif ier dans cha- 

que cas car e l l e  n'est pas la  plus  courante). 

d - P R O C É D ~  PRATICUE 

Les calculs numériques dans les cas pratiques  d'utilisation  peuvent  être  réalisés en uti l isant 

un  tableau  de  calcul  tel  que  le  tableau 1 .  I I  cont ient  tous  les  éléments  nécessaires à l 'obtent ion 

des valeurs des corrections  qui se trouvent dans les  deux  dernières  colonnes.  Toutes les opérations 

à faire sont  données  en tête de colonne. 

Les colonnes ( l ) ,  (2), (4) et (5) contiennent  les données : teneurs en ( 1 )  et (2), poids  en(4) 

e t  (5). La différence  D est  obtenue  en  colonne (3). En colonnes (6) et (7) sont calculés les  inverses 

des poids  et  en  colonne (8) le  dénominateur des coefficients  de  corrections P =C- +- . Le 

coefficient  constant D/P (c'est-à-dire A / 2 )  figure  en  colonne (9) et les corrections  en (10) e t  (1 1 ) .  

Ces corrections sont b ajouter  aux termes  correspondants des colonnes (2) et  ( 1 )  dans l 'ordre. 

1 1  
i W i  W t  

Habituellement,  la  précision  d'un dosage  est caractérisée  par sa variance  et  le  poids  qu'on 

lu i   a t t r ibue  est l ' inverse de cette  derni8re.  Nous  pouvons  donc,  en  remplaçant w; p a r   l / a q   e t  

wt  par -l/ut , obtenir une  expression des corrections c i  et  ct .en fonction de cf et a: . Peu importe 

d'ail leurs que  ces variances  reflètent  uniquement  la  variabilité  analytique ou la somme  des variabi- 

lités  qui  intéressent  le  biologiste. 

2 

Les formules  obtenues  sont : 

2 
c i  = D o ;  

2 2 
x a i  + a t  

Les c sont proportionnels  aux  variances : les  corrections  apportées  aux mesures peu  disper- 

sées sont pius  faibles que celles apportées  aux mesures fort dispersées, autrement d i t  les  résultats des 

dosages précis sont peu  corrigés  alors  que  les  résultats des dosages peu  précis subissent des corrections 

plus  importantes,  ce  qui est tout-à-fait  normal. 

Les formules données  ci-dessus ne'sont  utilisables que s i  les variances  vraies sont  connues : 

c'est là un cas plus  qu'exceptionnel. Dans la  pratique, s i  aucune  hypothèse  ne  peut  être  faite sur 

la  nature de la  variance  (cf.   point 8 - 3 ) ,  il est  nécessaire  de  disposer  d'une possibilité  d'estimation 

des a; et u t  . Des séries  de dosages réalisés dans des conditions  uniformes, des plans  d'expérience 2 
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Tobleau 1 - Tableau  de  calcul des corrections dans l e  cas d'un  fractionnement  simple. 

Poids 
dosage 

total 
dosage 1/(4) 

fraction 

w i l/w t 

1) - tot.(2) 

D P ct D/P 

D/P 

w' l 

x ct 

P 
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I 
. '  

i 
I 

fournissant  un  carré  moyen  résiduel, des informations  tirées de  dosages antérieurs,  etc..  peuvent, 

par  exemple,  être  uti l isés  pour  calculer des estimations  suffisamment sûres $ de r: et  S, de ut . 
Les formules  de  correction  uti l isables  sont  obtenues  en  remplaçant  les  véritables  valeurs  par  leur 

estimation dans les  expressions  données  ci-dessus : 

2 2 

1 c i  = 
D 2 -D 2 

2 2 St 
e t  S. C t  = 

ESi + 5, 

Les corrections  seront  en  général  suffisamment  faibles  vis-à-vis des y pour  que le  remplace- 

ment  de u par s* n'a i t  pas grande  répercussion pratique. 2 

La  mise  en œuvre de ces formules se fa i t  de la  façon  suivante : 

1 - calcul de la  différence D entre  le  résultat du  dosage du.total,  yt , et de la somme des résul- 

tats des dosages  des différentes  fractions Y i  ( D = Yt - .% ,=1 Y i  
i =1 

2 - calcul  de la  somme de  toutes  les  variances  (fractions  et  total) : S = 2 sf + S, et  du  fac- 
2 

teur  constant  C = D/S. 
f=1 

3 - calcul  des dif férents  ci  = Csi et   ct  = -Cs, et  addit ion des corrections  aux  résultats ob- 2 2 

serves : t i  = y; + ci   et   t t  = yt + c,. 

II est bien  évident  que  le  tableau 1 peut  être  uti l isé comme indiqué ci-dessus en  entrant 

directement  les s; et  st en  colonnes (6) e t  (7). 2 

3 - HYPOTHESES  SUPPLEMENTAIRES SUR  LA FORME 

DE LA VARIANCE 

Dans la  pratique,  certains dosages  sont souvent  complexes,  longs et  surtout  coûteux. I I  
s'ensuit des difficultés  d'estimation des variances  et  un  coût  élevé  d'utilisation des formules  qui  vien- 

nent  d'être données. 

Heureusement,  dans la  quasi-total i té des  dosages, les  variances  ne sont pas quelconques. 

Elles  sont fonction des moyennes et  d'autres expressions  plus  simples  d'emploi  peuvent  être  obtenues 

pour  les  corrections  qui  sont  alors  exprimées  en  fonction des moyennes et  non  plus des variances. 

Deux  relations  moyenne-variance sont à considérer : 

- variance  proportionnelle à la  moyenne, 

- variance  proportionnelle  au  carré de la  moyenne  (relation  la  plus  fréquente). 

Ces deux cas vont  être  examinés. 
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I 

' a - Variance  proportionnelle à la moyenne 

2 La r e l a t i o n   e s t  u i  = K T  i .  N o u s   p o u v o n s   r e m p l a c e r  u: et 0: p a r   l e u r   e x p r e s s i o n   d a n s  : 

D 2 .- D 2 ci = 
"uf +Ur" ' i  x.; + u: 

e t  c t  = =t 

p o u r   o b t e n i r  : 

e t  c t  = 
- D  

CTi + T t  T t  

C e s   e x p r e s s i o n s   d e s   c o r r e c t i o n s   e n   f o n c t i o n   d e s   m o y e n n e s   v r a i e s   n e   s o n t   é v i d e m m e n t   p a s  

, d i r e c t e m e n t   u t i l i s a b l e s .   S i   d e s   e s t i m a t i o n s   d e   c e s   t e n e u r s   m o y e n n e s   s o n t   c o n n u e s ,   e l l e s   p e u v e n t  

ê t r e   e m p l o y é e s   d a n s   l e s   f o r m u l e s   c i - d e s s u s   p o u r   o b t e n i r   d e s   c o r r e c t i o n s   p a r t i c u l i è r e s  : 

et c =  
- DTt 

C F i +  Ft 

Bien   souven t   d ' a i l l eu r s ,   su r tou t   en   débu t   d ' é tude ,   nous   n ' avons   même   pas   ce t t e   conna i s san -  

ce.  L e s   s e u l e s   q u a n t i t é s   d i s p o n i b l e s   s o n t   l e s   r é s u l t a t s   d e s   d o s a g e s   q u i   v i e n n e n t   d ' ê t r e   e f f e c t u é s   e t  

.la s e u l e   p o s s i b i l i t é   q u e   n o u s   a v o n s   a l o r s   e s t  le r e m p l a c e m e n t   d e  ~i p a r   y ;   e t  rt p a r   y t   p o u r   o b t e n i r  

A u   f u r   e t  b m e s u r e   d e   l ' a c c u m u l a t i o n   d e s   i n f o r m a t i o n s   l e s  c p e u v e n t   ê t r e   a m é l i o r é s  p.ar 

r e m p l a c e m e n t   d e s  y p a r   l e s  f q u i   s o n t   d e s   e s t i m a t i o n s   p l u s   p r é c i s e s   d e s  T. 

La m i s e   e n   œ u v r e   d e   c e s   f o r m u l e s   e s t   s i m p l e .   N o u s   p o u v o n s   o b t e n i r   a i s é m e n t   l e s   e x p r e s s i o n s  

d e   t ;  = yi  + ci e t   t t  = yt  + ct ; après   que lques   ca l cu l s   nous   t rouvons  : 

2 y  t 2 'Yi 

'Yi + Y t  XYi + Yt 
t i  = Yi et t t  = Y t  

Le5 c a l c u l s   n u m é r i q u e s  b e x é c u t e r   p o u r   c o r r i g e r   l e s   o b s e r v a t i o n s   b r u t e s   y i   s o n t   d o n c   s u c -  

c e s s i v e m e n t  : 

1 - o b t e n t i o n   d u   t o t a l   d e s   t e n e u r s   e n   f r a c t i o n s  % yi  et a d d i t i o n   d e  la t e n e u r   e n  

t o t a l  b c e t t e   s o m m e   p o u r   o b t e n i r  S = x y ;  + y t  . 
2 - c a l c u l   d e  C = 2 y t / S   e t   C '  = 2 I : y i / S .  

3 - c a l c u l   d e s   t e n e u r s   c o r r i g é e s  : t i  = C y i   e t   t t  = C'y ,  

i *l 

Le r e m p l a c e m e n t   d e   l / w ;   p a r   y ;   e t  l/wt p a r  yt e n   c o l o n n e s  (6) et  (7) d u   t a b l e a u  1 es t   b i en  
s û r   u n e   f a ç o n   d ' o p é r e r   t o u t   a u s s i   v a l a b l e .   L e s   c a l c u l s   s o n t   a l o r s   c o n d u i t s   c o m m e  i l  e s t   i n d i q u é   d a n s  

le c a s   g é n é r a l .  
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b - Variance  proportionnelle au carré de la moyenne 

N o u s   e n   a r r i v o n s   m a i n t e n a n t   a u   c a s  le p l u s   c o u r a n t .   C ' e s t   d ' a i l l e u r s  le c a s   d e s   d o s a g e s  

d e   p h o s p h o r e .  La r e l a t i o n   e n t r e  la v a r i a n c e   e t  la m o y e n n e   s ' e x p r i m e   p a r  n f  = KT; . En r e m p l a ç a n t  

cr p a r  K r 2  d a n s   l ' e x p r e s s i o n   g é n é r a l e   d e s  c nous   ob tenons  : 

2 

2 

ci = T i  
2 

e t  Ct = 
- D  2 

2 2 2  C r i  + T t  ET? +T, 

S e l o n   I ' é t a t   d e s   c o n n a i s s a n c e s   d é j à   a c q u i s e s   l e s  T s o n t   r e m p l a c é s   d a n s   l e s   f o r m u l e s  ci- 

d e s s u s   p a r i   o u  y p o u r   o b t e n i r   l e s   e x p r e s s i o n s   p r a t i q u e m e n t   u t i l i s a b l e s  : 

D - 2  
c i  = f i   e t  C,  = T: 

CF? i. q Et'? + t': 
- D  

o u  

I ci = D Cr: + Y: t 
2 

Yi e t  c = 

La m i s e   e n   œ u v r e   d e s   d e r n i è r e s   f o r m u l e s ,   l e s   p l u s   u t i l e s   d a n s   u n   b o n   n o m b r e   d e   c a s ,   s e   f a i t  

p r a t i q u e m e n t   s a n s   m o d i f i c a t i o n s  : 
n 

1 - c a l c u l   d e  D = y,  - y ;  , d e  la s o m m e   d e s   c a r r é s   d e   t o u s  lm dosages ,  y compris  
. -  I =1 

c e l u i   d u   t o t a l  S = 2,: + y, e t   d u   f a c t e u r   c o n s t a n t  C = D/S, 2 

i=l 
2 - p o u r   c h a q u e   y ; ,   o b t e n t i o n   d e   C y i  , 1 + C y ;   e t   e n f i n   d e   t i  = (1 t C Y ; ) ~ ; ,  

3 - pour  y, o b t e n t i o n   d e  Cy, , 1 - C y ,   e t   t t  = (1 - C y t ) y t .  

A u   l i e u   d e   r é a l i s e r   d i r e c t e m e n t   c e s   c a l c u l s  i l  e s t   p o s s i b l e ,   c o m p e   c i - d e s s u s ,   d e   p o r t e r   l e s  

v a l e u r s   d e  y: e t  y: dans   l e s   co lonnes  (6) e t  (7) d u   t a b l e a u  1 r é se rvées   aux   i nve r ses   des   po ids .   L 'u t i -  

l i s a t i o n   d u   t a b l e a u   r e s t e   c e l l e   q u i  a é t é   v u e .  
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C - DOSAGE 

AVEC SOUS-FRACTIONNEMENT 

II arrive, danS.la réalisation de dosages  comme ceux  qui nous intéressent  ici, que  les frac- 

tions  puissent  elles-mêmes  être  scindées  en  sous-fractions  qui  sont  également  dosées.  Nous  nous 

trouvons  alors  en  pr6sence  de dosages réalisés à dif férents  niveaux : ' 

- sous-fraction dans la  fraction, 

- fract ion dans le  total ,  

- to ta l .  

-FRACTIONNEMENT  BE  TOUTES LES FRACTIONS 

Nous  noterons y i i  les  teneurs  en  sous-fraction.  L'indice i repère  la  fra'ction à laquel le  

la  sous-fraction  appartient (il y  a k fractions : i = 1 ,  2, . . . , k) et  j repère  la  sous-fraction à I ' i n -  

térieur  de  la  fract ion (il y a  ni  sous-fractions dans la   f ract ion i : j = 1 ,  2, . . . , ni.). Le  nombre 

total  de  sous-fractions dosées  est donc  n = C n i. La teneur  en  fract ion i sera appelée Y i  e t   l a  

teneur  en  total Y, . 

k -  

i -1 

Le tableau ci-dessous  schématise la  notation  utilisée  pour  représenter  les  résultats des do- 

sages effectués : 

sous - f rac t ion  

Y Z 1  f . . .  Y2j .... Y2n2 

. .  
Yii .... ' Y i j  .... ' Yin 

Fraction total 

Pour obtenir  les  estimations des véritables  teneurs  les  valeurs  observées  seront  corrigées 

d'une  quanti té  addit ive  portant  les mêmes indices  que  l'observation  correspondante : 

ci j 

Ci  

c t  

pour y i j  , conduisantà t i j  = y i j  + c i j ,  

pour Y i  , .conduisant à T i  = Yi + Ci-, 

pour Y, , conduisant à Tt = Y, + C,. 
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A l ' intérieur de la  fract ion I l es  teneurs t i j   doivent  cumuler à T i  e t   la  somme de  tous  les 

T i  doit   être T t .  Nous  avons  donc : 

et  par  voie de  conséquence : 

k 
ETi = Tt 
i=1 

Ces relations  entrainent, comme  dans l e  cas d'un  fractionnement  simple,  les  relations de 

contrainte  suivantes : 

XC i  - C t  = Y t  - ZYi = Dt ( 1  relation) 
1 

i 

La contrainte  correspondant à la  dernière  re lat ion est une  conséquence des précédentes, 

e l le   n 'en  est donc pas indépendante  et il n'y  a pas l ieu  d 'en  tenir   compte.  

Appliquant  toujours  la  méthode des moindres  carrés  nous  allons  minimiser : 

f = ZXWij c;j + xwi c: + w, c: 
i j  1 

w i j  est le  poids  attribué  au  dosage  de  la  sous-fraction  i j , W i  le  poids  attr ibué  au  dosage  de  la 

f ract ion i et  Wt l e  poids  attr ibué  au dosage du  total.  

La fonction f sera minimisée  compte  tenu des relations de contrainte ci-dessus qui  s'écrivent: 

g = Y C i  - Ct - D, = O ( 1  relation) 
I 

hi  = C C i j  - C i  - D i  = O  (k relations) 
i 

La méthode des multiplicateurs de LAGRANGE nous conduit a résoudre 

df + A dg + Cyidhi = O 
I 

soit : 

(1) 2wi j   c i j  + pi = O (n équations,  formant k groupes, l e  ihme  comprenant ni équations) 

(2) 2Wi C i  + X - y; = O (k équations) 

(3) 2wt C t  - X = O ( 1  équation) 

Pour  résoudre  ce  système  nous allons  calculer A et p.; puis  porter  leur  valeur dans les  re- 

lations ci-dessus pour  obtenir  les expressions des corrections. 

En additionnant, ap rh   d i v i s ion  par w i j  ou W i  selon le  cas, les n i  équations  de (1 )  re- 

latives à la  f ract ion i et  soustrayant  de l a  som.me I'équation correspondant,e  de (2), nous obtenons : 

2 ( 7 C i j  - C i )  +Pi?-- -'- + &  = O 1 A 
1 1 w i j  wi wi 
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soit 

Nous avons ainsi k équations. 

.En.additionnant  maintenant après division comme  ci-dessus  les k équations  de (2) et sous- 

trayant la dernière de la somme nous  obtenons : 

soit 

donc,  au  total, k +  1 équations  pour  les k t  1 inconnues A et  p i .  

Posons pour  simplifier  I'écriture : 

1 1 P i  = c -  + -  
j Wij w i  

1 1 
P t  = F F  w, + -  

Notre système d'équations  s'écrit : 

2D;  + P;p; - = O 
wi 

(k équations) 

2Dt  + Pt A -  X E  = O 
i W i  

( 1  équation) 

d'où nous tirons : 

et 
Pi - 1 x-- c -  [" - 2Di] 

i wi i P;W; wi 
La dernière  équation nous donne 

d'où la valeur de A : 

x =  - 2 
P t -  x- 

i piwj!  
I 

que  nous reportons dans les k premieres  équations  pour  obtenir : 
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Ces valeurs  nous  permettent  d'obtenir  les expressions des corrections : 

13 

- 1  
D t +  c -  

i PiWi 

, PiWf 

.A = -_. 1 c, = - 
2 wt P t -  c -  1 wt 

. -  

L'interprétation  géométrique  est  ici  peut-être moins évidente  que dans le  cas d'un  frac- 

tionnement  simple : à un changement  de  variable près la  fonct ion f est le  carré  de  la  distance  de 

l 'o r ig ine  à un   po in t  M de  l 'espace Rn+k+l. Ce  po in t   do i t  se trouver sur les  hyperplans  dont  les 

équations  sont g = O e t  h i  = O, donc sur leur  intersection. La distance OM est  minimale  lorsque 

M est la  project ion  orthogonale  de O sur cette  intersection. 

La  mise en  œuvre de ces formules  suit pas à pas la  résolut ion  l i t térale  de  façon à ordonner ' 

les  calculs  numériques. On peut  utiliser  un  tableau de calcul  tel  que  le  tableau 2 qui  présente  les 

opérations dans un  ordre  systématique. Ces opérations  sont  rappelées  en  tête  de  colonne. 

Les colonnes (l), (2) e t  (3) contiennent  les teneurs  observées ainsi  que  les  totaux  dont nous 

aurons  besoin : ,Tyi i  e t  C Y i  ; les  colonnes (4) e t  (5) contiennent  les  différences D i  e t  D, . 
Dans  les  colonnes CS), (7) e t  (8) sont  présentés  les  poids,  ainsi  que  leur  inverse  dans  les  colonnes 

(9), (10) e t  (11) .  Les  sommes  des inverses des poids (Pi  e t  Pt ) sont  obtenues dans les.colonnes (12) 

et  (13). 

i 

Les colonnes (14) à (21) contiennent  les  différents termes des corrections  qui sont calculées 

dans les  colonnes (22), (23) e t  (24). Ces corrections  sont  ajoutées  respectivement  aux  termes  cor- 

respondants des colonnes (3), (2) e t  (1). 

Les colonnes (14),  (15), (16) et (17) conduisent  au  calcul de A/2, appelé i c i  A, les sommes 

nécessaires  sont  obtenues  au bas des colonnes  (16).et (17). Enfin  les  colonnes (18) ,   (19)  e t  (20)  

fournissent pi/2, appe lé   i c i  B i. 

II serait possible d.e développer  les  formules  utilisant .des expressions particulières des poids 

telles  que  celles  qui  ont  été  envisagees dans l e  cas d'un  fractionnement  simple. Ces formules  n'ont 

pas été  établ ies  car  l ' introduction des expressions des poids  dans le  tableau  général  semble  ici   au 

moins  aussi simple  que  l'utilisation  de  nouvelles  formules. Les points  particuliers associés à I 'a t t r i -  

bution d es poids  ont  été  discutés à propos du  fractionnement  simple. 
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Tableau 2 - Tableau de calcul des corrections dans le cas de  sous-fractionnement. 

- 
Teneur 

total 
en 

- 
Teneur 

fraction 
en 

(2) 

Yi 

~~ 

11) - tot.(2) 
Poids 

dosage 
total 

Teneur 
en 

fraction 
sous- 

Poids 
dosage 
fraction 

Poids 
dosage 

'Ous- 

fractior 

2) - 5s. tot.(: 110) + Ss.tot.(l 

Y i j  Dt 

l/w 1'1 
! 

I 

pi 

1 

! 

z l / W k  
i 

p k  
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- 
20) - A 

- 
4 x (15)’ 

- 
4) x (14 9) 4- tot.(lO 10) x (14) 10) x (15) (18) - (19: .(20) x (1 1; 21) x (10) 

(21) 

Bi-  A Pt 1/Pi l/Pi wi Di /Pi Wi Bi 

B1 B1 - A  

ci Bi - A  

I 

! 

L 

c Di/Pi W 
i 

Bk 

Pt 
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2 - SOUS-FRACTIONNEMENT  PARTIEL 

Nous  avons dans le   po in t  C-1 supposé que  toutes  les  fractions  conduisaient b des dosages 

de  sous-fractions.  Ce  n'est pas obl igato i rement   le  cas général. II arrive  que  certaines  fractions 

soient dosées  dans leur ensemble sans poursuivre la  décomposition  plus  avant.  Nous  allons  examiner 

maintenant  les  modifications  qui  doivent  être  apportées  aux  formules que  nous  venons d'établir  lors- 

que  certaines  fractions  restent  telles  quelles  alors que  d'autres  sont  décomposées. Pour l a  commo- 

dité  de  l'exposé nous  supposerons, ce  qui  ne  nuit  pas b la  généralité,  que  les  r  premieres  ne sont 

pas décompos6es.  Nous  noterons YI, Y2, . . . , Y,. les  résultats  de  leur  dosage. A par t i r   de   la  

valeur r+  1 de l ' i nd ice  i nous  conserverons la  notat ion  précédente.  

k 

i =r+l 
Le nombre  total, n,  de  sous-fractions est maintenant  n = C n i  . Dans l 'appl icat ion 

de la méthode des moindres  carrés il n 'y  aura  plus  que k - r +  1 relations de contrainte,  donc k - r +  1 

multiplicateurs de LAGRANGE : h et pi ( i = r +  1, r +  2, . . . , k). 
Les quant i tés  Dl ,  Dl, . . ., Dr  et P l ,  P2, . . ., Pr n'existeront  plus ; Dr+l . . . Dk,  Pr+ l  

. . . P,, P t  resteront  inchangées. 

I I  est inut i le  de redévelopper  les  calculs  dont  les  résultats sont évidents : 

. pi n'existe  plus  pour i = 1 , 2, . . ,, r .  

Dt + k 2 .  - 
i=r+l P; w; 

. A = - 2  
I I  

Pt -' 3 
i=r+l 

. pi reste inchangé  pour i = r +  1, r + 2 ,  . . ., k : 

( r + l  ,< i < k )  

( r+ 1 ,C i ,C k) 

La réalisation des calculs se fait  encore  en  uti l isant  le  tableau 2 moyennant  les  quelques 

modifications  qui  suivent.  Lorsqu'une  fraction  n'est pas décomposée : 

. rien  n'est  inscrit dans les  colonnes (3) et (8) correspondantes.  Aucune des quantités 

qui  dérivent de  ces colonnes  n'est  alors  calculée  (colonnes (1 1)  à (19), à l 'except ion de 

( 1  3) et  (22) ) . 
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. l e  B i  correspondant  est  remplacé  par  zéro  en  colonne (20) pour   le   ca lcu l   de   la  

correct ion C i  . 
A remarquer  que la  part ie  du  tableau  modif iée comme il vient  d'être  indiqué  n'est  autre 

que  le  tableau 1 uti l isé dans l e  cas de  fractionnement  simple,  au  calcul  de A près. 

Lorsque  les  poids  sont  pris  égaux  aux  inverses des carrés des moyennes  (ou des teneurs) il 

est évidemment  inutile  de  remplir  les  colonnes (6), (7) e t  (8) : les  colonnes (9 ) ,  (10) e t  ( 1  1) sont 

directement  remplies  par  les  variances,  les moyennes  (ou  teneurs)  ou leur  carré. 

Pour être  complet, il resterait à examiner  le  problème des variances  et  covariances des 

termes correctifs. I I  n'a pas été  abordé  pour le  moment  car, d'une  part  notre propos était  simplement 

de  dégager  les  corrections à apporter  aux  résultats des dosages et,  d'autre part,la  connaissance  de 

ces variances  et  covariances  para2  d'un  intérêt assez réduit  pour  les  exploitations  habituelles des 

résultats. 

Enfin,  l'hypothèse  de  normalité,  toujours supposée vraie,  peut  exiger  un  changement  de 

variable. Les y i j  ou y ; ,  Y;, yt ou Y, ne  seront  plus  alors  les  teneurs  elles-m8mes mais  une fonc- 

t ion @ des teneurs te l le  que  les @ij ,  @i .et@t  soient  distribués de façon gaussienne. Les exploita- 

tions  seront  faites sur les @ et  lors  de  la  transformation  inverse il conviendra  de  tenir  compte  du 

biais  introduit  par  la  transformation dans l 'estimation  de  la  tendance  centrale comme l ' ind iquent  

NEYMAN et SCOTT. D e  toute  façon,  l'hypothèse de normalité  n'est pas indispensable  lorsqu'aucun 

test paramétrique  n'est  fait sur les  teneurs. 

D - EmMPLES NUïMÊRIcUES 

Deux  exemples  numériques  sont  fournis  pour  illustrer  la  méthode  de  correction : 

- correction dans l e  cas d'un  fractionnement  simple ; 

- correction dans l e  cas d'un  sous-fractionnement  partiel. 

Les  données  numeriques  utilisées i c i  nous  ont  été  aimablement  communiquées  par 

J .  DIDIER de SAINT-AMAND et  L. ZUCKERMAN. Nous  tenons à les  en  remercier. 

Ce  sont  les  résultats  du  dosage  de  phosphore dans les  feui l les  de  la  variété  de  cotonnier 

108 F. I l s  sont extraits  d'une  expérimentation  plus  importante ; le  traitement  retenu est le  témoin. 
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Tableau 3 - Calcul des teneurs  corrigees dans l e  cas de  fractionnement s imple ,  

Inverses des poids Corrections Teneurs corrigees 

fraction fraction fraction total total 1 fraction total 

( 1 )  - tot. (2) 

D 

(6) + tot. (7) 

P 
I 

Y i  I h v  t C i  C t  

+ 0.1432 23.7922 

2.200 

O .  647 

0.520 

O. 128 

O .  880 

4.8400 

0.4186 

O .  2704 

0.0164 

o. 7744 

- O.  0397 

- O .  0034 

- 0.0022 

- 0.0001 

- O.  0063 

2.160 

O .  644 

0.518 

O. 128 

0.874 

4.375 - o. 195 17.4724 6.3198 - 0.008196 



1 - FRACTIONNEMENT  SIMPLE 

Les fractions dosées  sont : l e  phosphore  acido-soluble  total,  le  phosphore  lipidique,  le 

phosphore  protéique, l e  phosphore A D N  e t   l e  phosphore ARN. Le phosphore total  a  également  été 

dosé. Les teneurs  observées  sont  les  suivantes,  toutes  données  pour  une  raison  d'uniformité à trois 

chiffres après la  virgule  bien  qu'obtenues à trois  chiffres  significatifs : 

Phosphore total 4.180 mg/g 
Ph. acido-soluble  total 2.200 mg/g 
Phosphore l ip id ique 0.647 mg/g 

Phosphore protéique 0.520 mg/g 
Phosphore A D N  O. 128 mg/g 
Phosphore ARN O. 880 mg/g . 

Une  étude des carrés  moyens résiduels  de  l'ensemble  de  l'expérimentation  a  montré que la 

proport ionnal i té des variances  au  carré des moyennes peut  être  acceptée.  Nous  adopterons  donc 

comme poids  les  inverses des carres des teneurs. En fa i t   d 'a i l leurs   pour   le   ca lcu l ,  comme  nous 

l'avons  deià  dit, les  carrés des teneurs  sont introduits  directement ?I la  place des inverses des poids 

dans l e  tableau 3 qui est la  reprise  du  tableau 1 après  suppression des colonnes (4) et (5) et  adjonction 

de deux  colonnes  "teneurs  corrigées''  en  fin de tableau. La réalisation des calculs  n'appelle  aucun 

commentaire  particulier,  chaque  opération  étant  précisée  en  tête de colonne. 

2 - SOUS-FRACTIONNEMENT  PARTIEL 

Pour illustrer  la  conduite des calculs dans l e  cas de  sous-fractionnement, le  sous-fraction- 

nement  partiel,  dont  les  calculs  théoriques  n'ont pas eté développés, a  ét6  retenu. Pour  les  besoins 

de l ' i l lustrat ion nous  supposerons  que la  fraction "P  acido-soluble  total"  a donné l ieu  au dosage de 

deux  sous-fractions : "P  acido-soluble  minéral' '   et " P  acido-soluble  organique",  fournissant  les  te- 

neurs  suivantes : 

P acido-soluble  minéral  1.610 mg/g 
P acido-soluble  organique0.568  mgkg. 

Les calculs sont conduits dans l e  tableau 4, reprise du tableau 2 à l 'exception des colonnes 

(6), (7) et  (8). Trois  colonnes  supplémentaires  contenant  les  teneurs  corrigées  y  ont  été  ajoutées. 

Les opérations  faites dans chaque  colonne  sont  explicitées  en  tête  de  celle-ci comme  dans le   ta-  

bleau 3. 

Les calculs sont conduits de bout en bout  pour la fraction " P  acido-soluble  total"  qui  a été 

sous-fractionnée  alors  que B i  est remplacé  par  zéro, comme i l  a  été  dit  en  C-2 ci-dessus, pour les 

autres  fractions  qui  n'ont pas fait   l 'objet  d'un  fract ionnement de  second  ordre. 
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Tableau 4 - Calcul des teneurs  corrigees dans le  cas  de  sous-fractionnement par t ie l .  

r ds Inverses  des 

total 

( 1 )  
- Froctior ;.fract total s.fract. fraction 

(1 3) 

9) + tot.(lO) 2) - Ss.tot.(3) 1 (1)  - tot.(2] 10) + Ss.tot .( l l]  

yt - 

4.180 

Yi - 

2.200 

0.647 

0.520 

0.128 

O. 880 

Y i j  P t  1/Pi Di  Dt  

o.  O22 

P acido-soluble minéral 

O. 1289 

1.610 

0.568 

- 

2.178 

2.5921 

O. 3226 

- 
2.9147 

P acido-soluble 
organique 

P acido-soluble  total 7.7547 4.8400 

0.4186 

O. 2704 

0.0164 

o.  7744 

P lipidique 

P protéique 

P A . D . N .  

P A . R . N .  

P total 4.375 

- 
6.3198 

- 23.7922 - 0.195 

* 0.01373 - 0.195 - -0.1813 
A = 3.0208 - 23.7922 - 20.7714 = 
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Teneurs corrigees Corrections 

total ss.fract. fraction total Fraction ss.fract 

3) + (22 1) f (24: 

t t  

2) + (23 

t i  

2.170 

O .  643 

0.518 

0.128 

O .  873 

(18) - (19 (20) - A* -(20)x(11 21) x ( 1 C  i x (9)* 

c *  "/Pi wi A/Pi Wi Bi - A t ; .  

1.603 

0.567 

- 0.006E 

- o. oooa 

0.01373 3.0208 1.005447 O. 002837 O .  00261 O 

O 

O 

O 

O 

- 0.0061 17 

- 0.008727 

- 0.008727 

. 0.008727 

' 0.008727 

' O. 0296 

0.0036 

O. 0024 

0.0001 

O. 0068 

2.170 

3.01373 3.0208 4.332 

- 
0.1525 4.332 



Lorsqu'on  procède  au dosage d'un  tout  et des fractions  qui  le  constituent on ne  trouve pas 

sur les  résultats  expérimentaux  la  relation  de  cumul  qui  doit  les  lier : le  total  des teneurs  en  frac- 

t ions  n'égale pas la  teneur  en  total. Les résultats  bruts des dosages doivent  être  corrigés  pour  que 

la  re lat ion de  cumul  soit  vérifiée. Des corrections  additives  ont  été  calculées  par  la  méthode de5 

moindres  carrés : s i  w i  est l e  poids  accordé  au dosage de la  f ract ion  noi ,   wt  le  poids  accordé  au 

dosage du  total  et D la  différence  entre  le  résultat  du dosage du   to ta l   y t   e t   la  somme  des résultats 

des dosages des f ract ions  Xy i  (D = yt - Tri), la  correction à ajouter  au  résultat  brut  yi du  dosage 

de I Q  f ract ion n o  i est : 
1 1 

Le résultat  corrigé  du dosage du  total est obtenu  en  qjoutant : 

- D  1 
C, = 1 1 - Wt 

__ 
c -  + - 

W i  W t  

au  résultat  brut y t  de  ce  dosage. 

A part ir  de ces formules  générales des formules  utilisant des expressions particulières des 

poids  ont  été  établies : poids  inversement  proportionnels  aux  variances,  variances  proportionnelles 

aux moyennes ou  au  carré des moyennes. 

Des  schémas de mise  en  ceuvre  de toutes les formules  ont  été donnés dans chaque cas : ta- 

bleau  pour  le cas général  et  directives dans les cas particuliers. 

Le cas de  sous-fractionnement  de  tout  ou  partie des fract ions a également  été  examiné. 

S i  toutes  leS.fractions  sont décomposées,  nous  avons,  en appelant  y i j   la  teneur  brute en 

la i ème sous-fraction  de la  f ract ion i, Y i  la  teneur  brute en la  ième  fraction, Y t  la  teneur  brute 

en to ta l ,   w i j  , W i  e t  W, les  poids  correspondants, P i  la  somme X - + - , P t  l a  somme 

X - + - , Di  la   d i f férence Y i  - Z y i j   e t  D, la  dif férence Yt - Y i  : 

1 1 

j Wij W i  
1 1 

i wi w, - i 1 

x c, = - 
2 wt 

pour  les  teneurs  en  sous-fractions, 

'pour  les  teneurs  en  fractions, 

pour  la  teneur  en  total, 

avec 

42 



e t  2 A pi = - - 
Pi w i  (- Tf D i W i )  

S i   c e r t a i n e s   d e s   f r a c t i o n s   ( l e s  r p r e m i è r e s )   n e   d o n n e n t   p a s   l i e u   a u   d o s a g e   d e   s o u s - f r a c t i o n s  

les f o r m u l e s   c i - d e s s u s   d o i v e n t   ê t r e   m o d i f i é e s   c o m m e   s u i t  : 

x ci = -- 
2 wi p o u r   l e ~ s  r p r e m i è r e s   f r a c t i o n s   n o n   s o u s - f r a c t i o n n é e s  

P i  
‘ i j  = - - pour   l e s   sous - f r ac t ions ,  

2 ~ ;  1 

Pi -1 ci = - 
2 w i  

p o u r   l e s  k-r d e r n i è r e s   f r a c t i o n s ,   c e l l e s   q u i   o n t   d o n n e  
l i e u  b s o u s - f r a c t i o n n e m e n t  

c, = - x 
2 w t  

p o u r  le t o t a l ,  

a v e c  

x = - 2  

e t  
2 x 

Pi = - -  pi  wi (- + D i   W i  ) 

Un t a b l e a u - t y p e  a é t é   B t a b l i   p o u r   g u i d e r  la r e a l i s a t i o n   d e s   c a l c u l s   n u m e r i q u e s   d a n s  le c a s  

g é n é r a l   d ’ a p p l i c a t i o n .   M o y e n n a n t   q u e l q u e s   s i m p l i f i c a t i o n s  i l  s ’ a d a p t e   a u x   c a s   p a r t i c u l i e r s .  

D e u x   e x e m p l e s   n u m e r i q u e s   o n t  été f o u r n i s   p o u r   i l l u s t r e r  la m é t h o d e   d e   c a l c u l  : 

- c o r r e c t i o n   d a n s  le c a s   d ’ u n   f r a c t i o n n e m e n t   s i m p l e ,  

- c o r r e c t i o n   d a n s  le c a s   d ’ u n   s o u s - f r a c t i o n n e m e n t   p a r t i e l .  
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