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I. DOSAGE DIT C-LYCOLATE.

1. Principe.

’ Une colorimétrie parfaitement spécifique a été décrite pour l'acide 

glycolione par Galkins (1945)• Elle est basée sur lea réactions suivantes:

Cilo0T:ï GOOI T ÏÏ2SO4 -v IICÏÏO 4 C0o
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L1oxydation spontanée de ce dernier composé dorme un produit coloré ayant uii 

maximum d! a,b s or p t i on à, 540 mj1- •

La. seule interférence signalée est celle de la formaldéhyde (Attention au formol!), 

produit intermédiaire dans la réaction. .

, . La gamme de sensibilité d.e la colorimétrie est insuffisante pour

effectuer un dosage direct dans les eaux naturelles. Pour concentrer, 1*adsor­

ption de l1 acide glycolique .sur 1!alumine, puis sa, desorption par un acide con­

centré a été proposée par Shah et Pogg ( 1973 ) at par Shall, et bright (1974)»

À quelques modification près, c * est la méthode de ces derniers auteurs que nous 

arcns adoptée. •

0® Optimalisation des conditions. '

a* colomi irie Irie . .

Lo rondement do la réaction colon?! me i; ni quo est tros dépendant 

do la teneur en eau du mélange final (Pig. 1). L1 échantillon, après extraction 

de 1f alumine é tant dans H^SO^ SO;?, Ios conditions optimales sont réalisées 

pour 1 ml d1extrait acide '

4 rai du réactif de Calkins (0.01 % 2.7» dihyd noxynaphi'’.lene dans TI SO one .
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Flg, 1 « Rendement de la colori­

métrie colon la concentration fi­

nale en lïpSO .

La binaire 2 montre la calibration de Io, colorimétrie dans les. conditions définies

ci-dessus,

lile: 2. ila 11 favaiion de la colori­

métrie .
'b. extraction.

Iii laissait varier les 

1Textraction de 1facide glycolique, on 

ci-de s s ons , les ré suitais suivanis :

. III g.» j. Calibration du mode

opératoire complet (sorption, 

desorption, colorimétrie).

quantités d baiumino mises en oeuvre pour 

a obtenu, selon le mode opératoire décrit



‘)00 ml cl!ea/u de mer
Abe. '

+ 7g "alumine .224

-1-1 bg n .274
-i-JO g " ' (.284) (corrigé pour leo

différences de vo- 
■ * limes)

bans le cas des JO g d’alumine, il est nécessaire de désorter dans un volume 

d’HMSO de 50 % supérieur, ce qui introduit une dilution de 1f échantillon qui 

réduit à néant le petit gain d* efficacité obtenu au niveau de 1’ adsorption.

La comparaison de la, courbe de calibration de la colorimétrie seule (Pig. 2) 

avec des courbes de calibration relatives au mode opératoire complet effectué 

sur des eaux de mer diversèment enrichies en glycolate (Fig. j) montre que le 

rendement des étapes d’adsorption desorption est de l’ordre de 45 /% en accord 

avec le rendement trouvé par Shah et Fogg (1973)•

J«Mode opératoire. - - .

- Filtrer 2 1 d’eau de mer sur'fibre de verre (GFC Whatman); répartir dans 4

erlens de J00 cc chacun. • .

- Ajouter respectivement 0, J, 6 et 10 eo d’une solution de glycolate à 10 mg/l 

de façon à réaliser les concentrations G, G a 60j.ig/l, G a 120’ pg/l, G a 200 jig/l*

- Ajouter 15 g d!alumine prélavée à l’aride; agiter pendant au moins 20 min.

- Filtrer 'sur fibre de verre et transférer l’alumine dans un erlen de 100 cc.

(ha procédure peut être interrompue à ce stade, et l’alumine conservée au freezer 

jusqu’à retour au laboratoire)

- Ajouter 12 eo d’ÏÏ^SO 50%. Agiter pendant 20 min,

- Centrifuger irie ali quo te.

- Prélever 1 ml du surnageant et mélanger dans un tube avec 4 ml du réactif de 

Galkins (0.01% 2.7«dihydroxynaphtalène dans F^SO^ core., préparé au moins 12 h 

avant l’emploi).

- Chauffer 1 h à 1 ’ étuve à 100°C; laisser refroidir.

- Mesurer l’absorbance à 540 mu

- Déterminer la concentration par extrapolation jusqu’au niveau d’un blanc réa­

lisé par extraction à l’acide déni b g d.’alumine. '
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II. DOSAGES mzmTIQJJ- ;3; REKARQTrES GMERAIES.
y .

1 * Principe généra,!. •

Par un système de réactions enzymatiques bien choisi, on tente 

de faire apparaître (ou disparaître) le coenzyme N ADII (ou PAPPII) en quantité 

stoechiométriquemen't reliable à la quantité Alise en oeuvre de la substance à 

doser,. .

PAPPI (ou PAPPII) peut être facilement dosé, même en présence d!un 
excès' de Pi AD"1' (ou de 11ADP1-) .

- par spectrophotométrie: à 340 (où FAP+ n1 absorbe pas) 

dans la gamme de concentration de 20 à 200 jiM

- par f Puerimétrie : excitation à 363 my.

émission à 46O my. (Fig. 4) -

dans la gamme OA) à 50 JiM .

NADH / 
50 pM /

Fig. 4. Spectre de fluorescence de 
F ADII et de FAP+ sous excitation à 

365 mu.

/

NAD'
5000pM

—f--- --------- • :----------1----
600 500 400 m\i

- par fluorimétrie de la rèsorufin formée à partir de PAPII et de 

resazurin par la diaphorase (Guilbault A Kramer, 1964)1

NADH TI.+
a'VAy O

Fo b
y P diaphorase > h AD+ + ' ILO +

W N"
i
c .resazurin 

(non finoresc.)

V\/°\An

rèsorufin 
(hautement fluor

Cette dernière' méthode, qui devrait permettre de descendre en dessous de 0.1 uM,

sera, testée prochainement.
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2« Effet de la temperata1’ .5 et de la. concentration en oxygène sur la 

■ mesure cle- la fluoré s c ■ ne é . de U A DH » . -

Une augmentation de température diminue 1fintenuite de la fluorés 

cence de UAM . de façon non négligeable (Fig. 9). .Il faut donc se prémunir des 

variations thermiques pendant les mesures de fluorescence. •

1000

500-

Fig* d* Effet de la température 

sur la fluorescence de NADH.

o
10 Temp. °C 50

■ LT élimination de 11 oxygène dissous n1 a pas d*effet sur la fluorés

cence de NÂIFL '



III. DOSAGE DU LACTATE *
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1. Principe » -

L-Lactate + NAD+ -------. x ivrwate + NADII + H+^ —  —— .

GPP ■Pyrola, te a L~ Glut ornate-------- ——->. L-Alanine a c é t o glut ar at e

La quantité de NADH formé est stoechiométrique par rapport à la quantité de 

lactate mise en ouvre . ..

2• Mode opératoire. '

(adapté de ■boehringer-Mannheim GmbH, methods of food analysis)*

Mélanger J directement dqns la cellule du fluorinetre :

1 nii Tampon Glycylglycine 0.6 M

L-G lut ama te 0.1 M '

. ajusté à pH IO. par NaOH 1

' ' 0*05 ml N AD 50mM ‘ .

.0.05 ml Glutamate pyruvate transaminase (GET) sol 2mg/ml

1.5 ml échantillon

Mélanger, lire la fluorescence initiale (excitation 3ô5mu, émission 46O my.)

0.02 ml L-Lactate déshydrogénase (LDL.) lOmg/ml d ans le Glycerol 

Mélanger, lire la fluorescence jusqu là sa stabilisation ( 10min à 1/4 h.)

3. Remarques *

La calibration se fait par ajouts successifs de 0.02 ml d’une 

solution de L-lactate 1 50 ylJI (a.jouis de 2 pi) directement dens la cellule 

ou 11 on vient d*effectuer la mesure précédente.

Les réactifs utilisés, même supra-purs, présentent un certain degré 

de containinationen lactate (env. 2ji¥i) . 11 est donc important de définir le 

blanc sur un échantillon ddeau distillée et désioniaeo. Le traitement de cette 

eau aux ITV a permis de sf assurer qudelle ne contient aucune contamination 

mesurable en lactate. '
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T.V. DO SAGEI DE ! - ’ ACETATE.

1• Principe. .

Malate + NAD+ ...-............ ^ Oxaloac. + NADH + H+

■. Acetate + ATP + Coi ^ — N- AcetylCoA . + AMP + PP

o sOxaloac® + AcetylCoA ------—— ------> Citrate a CoA

ayant l1addition d1 AGS : (NADlï) (Oxaloac) = K (les conc. en malate et

. en NAD, présents tous deux

’ en large excès peuvent être

. ' considérées comme constante

avec (NADH)uj = (Oxaloac)^ (stoechiornétrie)

après 11 addition de ACS: (NAPI!) ^ (Oxaloac= K •

avec (Oxaloac)2 = (Oxaloac) ~ (Acétate) +'(MDÏÏ^-AIADÏÏ^ )

’ . 2 
de sorte que (Acétate) = ('MADII)- (îtADH)p '

. " (NADH) g ■ • .

Mode opératoire » .

. (adapté de -Boehringer-Mannheim GmbH, Methods of food analysis)

Mélanger, directement dans la cellule du fluor inae tre :

1 ml Tampon Triethanolamine 7*5 g :

• Ac® Malique 42 mg . •
• ' MgCl 6ïM0 210 mg /100 ml '

~ c.
ajusté à pii 8 *4 par NaO.TI

' 0.2 ml .NAD/CoA NAD 10 mg . .

CoA 15 my / 6 ml

0.1 ml ATP ATP Na0IT0 J00 my ,1 Al
. ' Pai'100., 300 mg/ (ani , ■

1.3 ml échantillon 

Mélanger, mesurer la fluorescence (Fo)

0*02 ml ODAI/CS 1ml OS (2mg/m.l) -i- 0*5 ml MPI! (5mg/ml)

Mesurer la fluorescence (F )

0*01 ml ACS 15 mg ACS dans 0*5 ml (NII )S0 13*2g/lOOcc 

■ PH 7-3

Mesurer la fluorescence (F0) *
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Calculer

Calkins , V.

Guilhault,

Shah, N.M.

Shah., N.M.
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3o Remarques. cf. dosage du lactate.
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