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I. DOSAGE DU GLYCOLATE.

1. Principe.
Une colorimétrie parfaitement rnécifinve a 648 ddcrite pour llacide

olycoligue par Calling (1943%). Elle est basde sur les rdactions puivantes:
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L'oxydation spontanée de ce dernicr composé donme un produit coloré ayant un

maximon d'absorption 3 540 mp.

Ia seule interférence signalde est celle de Ja formaldéhyde (Attention au formol!),

vroduit intermédiaire dans la rdéaction.

La gamme de sensibilité de la colorimétrie est insuffisante pour
effectuer un dosage direct dans les eaux naturelles. Pour concentrer, 1‘adsor—
ption de l1ltacide glvcolique =zur 1l'alumine, puis sa désorption par un acide con-
centré a été proposde par Shah et Fogs (1973) et par Shah et right (1974).

A guelgues modification pres, clfest la méthode de ces derniers auteurs que nous

avons adoptée.

2. Optimalisation deg conditions,

a. colovimdtrie.

Le vendement de 1o véoaclion colorimdtrique eat tros dépendant

de la teocur en ean du mélange Tinal (ig. 1). L'échantillon, aprdas extraction

de 1'alumine étant dans 11,50 5%, les conditiens optimales sont réalisdes
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poux 1 ml dlextrait acide

A ml du réactif de Calkins (0.01 ¢ 2.7. dihydroxynapht:izne dans HpSOAoonc»j
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Ta Tigure 2 montre la calibration de la colorimétrie dans les conditions définies

ci~dessus.
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dégorption, colorimétrie).

Im Jaisant varier les quantitds d'alumine mises en oeuvre pour

1lextraction de 1l'acide glveolique, on a obtenu, selon le mode opératoire décrit

ci-dessous, leg vrésultats suivants:



: Aba.
500 ml d'eau de mer + Tg 'alumine 224
+15¢ " <274
+30¢ L (.284) (corrigé pour les
différences de vo-
" lumes)

Dang le cas des 30 g d'alumine, il est nécessaire de désorber dans un volume
d'H,)SO4 de 50 % supérieur, ce qui introduit une dilution de 1'échantillon gqui

réduit & néant le petit gain d'efficacité ebtenu au niveau de 1'adsorption.

La comparaison de la courbe de calibration de la colorimétrie seule (Iig. 2)
avec des courbes de oalibrationbrelatives au mode opératoire complet effectué
sur des eaux de mer diversément enrichies en glycolate (Fig. 3) montre que le
rendement des étapes d'adsorption désorption est de 1'lordre de 45 %, en accord

avec le rwendement trouvé par Shah et Togg (1975).

3. Mode opératoire.

~ IMltrer 2 1 d'eau de mer sur fibre de verre (e Yhatman); répartir dans 4
erlens de 500 cc chacun.

—~ Ajouter respectivement 0, 3, 6 et 10 cc d'une solution de glycolate a 10 mg/1
de fagon a réaliser les concentrations C, C + GOpg/l, C 120'pg/1, G + 200 Pg/l,
~ Ajouter 195 g d'alumine prélavéé a l'acide; agiter pendant au moins 20 min.

- Piltrer sur fibre de verre et transfdérer 1'aliumine dans un erlen de 100 cc.

(La procédure peut &tre interrompue a ce stade, et l'alumine congervée au freezer
Jusqu'a retour au laboratoire)

- Ajouter 12 cc d'H,50 50%. Agiter pendant 20 min.

4
~ Centrifuger wne aliguote.

—- Prélever 1 ml du surnageant et mélanger dans un tube avec 4 ml du réactif de
Calkins (O.OW%v207.dihydroxynaphtaléne dans H?SO4 conc., préparé au moins 12 h
avant 1'emploi).

~ Chauffer 1 h a l'étuve 3 ﬁOO°C; laisser refroidir.

— Mesurer 1l'abgorbance a 540 mu v

- Déterminer la concentration par extrapollation Jusqu'au niveau d'un blanc réa-

ligé par extraction & 1L'acide deérl5 g d'alumine.




IT. DOSAGES V“?YWATIQUUﬁ' REMARQUTES GEMNERATES.
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1. Principe général.

Par un systéme de réactions enzymatiques bien choisi, on tente
de faire apparalitre (ou disparaitre) le coenzyme NADH (ou NADPI) en quantité
stoechiométriquement reliable & la quentité mise en oeuvre de la substance &
doser.

WADH (ou NADPH) peut dtre facilement dosé,

méme en présence d'un
+ "
exceés de NAD (ou de NADP')

- par spectrophotométrie: a 340 mp (otx NAD+ n'absorbe pas)

dwns la gmmme de concentration de 20 a 200 Ph

- par fluorimétrie: excitation & 365 mp
T )

émission & 460 mp (Tig. 4)
dans la gamme 0.5 & 50 i .
i
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I'ig. 4. Bpectre de fluorescence de /
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NADH et de NAD sous excitation a \
365 m..
/ NAD'
7 5000pM
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- par fluorimétrie de la wesorufin formée & partir de NADI et de

resazurin par la diaphorase (Cuilbault & Kramew, 1964):
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(non fluorese. )

(hautement fluor

Cette dernilre méthode, qui devrait permettre de descendre en dessous de 0.71uM

gera ltestdée prochainement.




et de la concentration en oxygene sur 1a
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2. Iiffet de la températ

megure de. la fluoresc ncée de MADI,

¥

Une asugmentation de température diminue 1l'intensitdé de la fluores-
cence de NADIT de facon non négligeable (Fig. 5). T1 faut donec se prémunir des

rariations thermiques pendant les mesures de fluorescence.
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L'élimination de 1'oxyvgene dissous n'a pas dleffet sur la fluores-

conce de NADH,




TTT. DOSAGE DU LACTATE. g

1. Principe.

I-lactate + WAD PN CID N Pvruvate + WADI + ut
~

AR
Pyruvate - L~Glutamate—————lﬂlgméé,L~Alanine N

[

cétoglutarate

La quantité de WADH formé est stoechioméfrique par rapport & la quantité de

lactate mise en amwre.

2. Mode opératoire.

(adapté de Boehringer-ifarmheim (mbH, methods of food analysis).
Mélanger, directement dans la cellule du fluorimdtre:

1 ml Tampon  Glycylglycine 0.6 1
L-Glutamate 0.1 I

ajusté a pH 10 par NaOM
0.05 ml NAD 50mM
0.05 ml  Glutamate pyruvate transaminase (GPT) sol 2mg/ml
1.5 ml échantillon
Mélanger, lire la fluorescence initiale (excitation %G5mu, émission 460 mv)

0.02 m1 I-Tactate déshydrogénase (LDH) 10mg/m1 dans le Glycerol

0

Mélanger, lire la fluorescence jusqu'd sa stabilisation (10min 3 1/4 h.)

Z

5. Remarques.

La calibration se fait par ajouts succesgifs de 0,02 ml d'une
solution de IL-lactate 150 PM (ajouts de QPN) directement dans la cellule

ot 1'on vient d'effectuer la mesure précddente.

Les réactifs utilisés, méme cupra-purs, présentent un oertaintdegré
de contaminatioven ].a,ota,'te.(env. Q}JM). I1 est done important de définir le
blanc sur un dchantillon d'eau distillée et désionisde. le traitement de cette
ean aux UV g permis de s'assurer qu'elle ne contient auvcune contamination

mesurable en laclate.



IV. DOSAGE DIS ' ACTTATI,

1. Principe.

Malate + WAD EF::iEiL::E Oxaloac. + WADH + H'
'Acetéte + ATP CoA‘;;:::QJE::ﬁ. AcetylCoA ~+ AMP + PP
- Oxaloac. + AogtleoA Co Citrate + CoA
avant L'addition d'ACS: (NADH)1 (Oxaloao)1 = K (les conc. en malate et

en NAD, présents tous deux

en large excés peuvent étrc

considérées comme constanto -

avec (NADM)T

= (Oxaloac)1 (stoechiométrie)
apres 1laddition de ACS: (wapm),, (Oxaloac), = XK
avec ’(Oxaloac)? = (Oxaloao)q— (Aoétate)+'(NADH2~NADH1)

9l

WADIH

de gorte que (Acétate) = (NADN)Q -
. “ NADH)P

9}

7. Mode opératoire.

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

Mélanger, directement dans la cellule du fluorimdtre:

1 ml Tampon Triéthanolamine 7.5 g
Ac. Malique A2 mg
MGl 61,0 210 mg /100 ml
<

ajusté a pil 8.4 par NaOIl

0.2 ml NAD/CoA  NAD 10 mg
CoA 15 mg / 6 ml

0.1 ml AP AT Na 1T, 500 mg
Nalco., 500w/ Gml
D

1.5 ml échantillon
Mélanger, mesurer la fluorescence (o)

0.02 ml MDI/CS  Iml CS (2mg/ml) + 0.5 ml MDI (5mg/ml)
Megurer la Iluorescence (F1)

0.01 ml ACS 15 mg ACS dang 0.5 ml (Nn4)so4 1%.28/100cc
It 7.5

HMesurer la fluorescence (1)),
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5. Remargues. cf. dosage du lactate.
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