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RESUME

lére partie : Description détaillée de techniques simples permettant

d!'évaluer la valeur alimentaire d'aprés les principales
caractéristiques de la composition chimique : teneurs en
eau, lipides, azote et protéines brutes, chitine, miné-
raux totaux et parmi ces derniers : teneurs en silice,

calcium, phosphore et chlorure de sodium,

2éme partie : Description détaillée des techniques d'étude des lipides

aboutissant & la préparation de solutions de méthylesters
d'acides gras destinés a &tre ultérieurement étudiés par
chromatographie en phase gazecuse : principalement extrac-
tion de lipides totaux, séparation en classes de lipides,

saponification et méthylation.
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INTRODUCTION,

Le travail du laboratoire de Nutrition porte sur trois sujets
principaux :

- La composition globale d'organes de poissons et ses varia-
tions

- La valeur alimentaire de farines de poissons et de poissons
séchés de facgon traditionnelle

~ La nature des acides gras des lipides d'organismes marins.

Certaines des techniques qui deivent étre mises en oeuvre pour
ces études n'ont pas pu 1l'étre a Nosy-Bé, en raisén de l'équipement spé-
cialisé qu'elles nécessitent,

Des dosages ont donc été exécutés dans d'autres laboratoires:
dosage microbiologique de vitamines, identification et dosa-
ge d'acides aminés par chromatographie sur colonne, dosage
d'éléments minéraux par spectrophotométrie de flamme, dosage
d'acides gras par chromatographie en phase gazeuse,

Nous nous bornons, dans ce fascicule a exposer les techniques
pratiquées le plus couramment a Nosy-Bé, qui ne demandent qu'un équipe-
ment modeste,

Elles aboutissent d'une part a la connaissance de la composition
chimique globale d'un échantillon, et d'autre part a la préparation de
méthylesters d'acides gras destinés a étre analysés par chromatographie
en phase gazeuse. Toutes ces techniques sont fondées sur des principes
simples., Cependant leur umise en oecuvre correcte demande le respect de
nombreux points de détail, C'est pourquoi nous exposons minutieusement
le déroulement des manipulations afin qu'elles puisseat étre comprises
et au besoin reproduites avec le maximum de siireté.
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I. COMPOSITION GLOBALE.
1,1. DOSAGE DE L'EAU ET DU POIBS SEC.

Principe. L'eau est la principale substance qui s'évapore lorsqu'on
fait dessécher un échantillon de faible masse (jusqu'a 10 g)
dans une étuve a circulation d'air, réglée entre 100 et
105°C, jusqu'a poids constant.

Matériel : un petit cristallisoir en verre pyrex dont le numéro est
gravé, de 35 mm de diamétre et 2 mm de hauteur - une étuve
a4 circulation d'air réglable - une balance de précision
(type Mettler) dont la précision atteint 5/100e de mg - un
dessicateur,

Mode opératoire :

- on lave le cristallisoir, on le séche a l'étuve, on le garde
au moins 3 heures dans un dessicateur pour que sa tempéra-
ture s'équilibre avec celle du laboratoire

- on pése le cristallisoir vide puis le cristallisoir conte~
nant environ 5 g de substance broyée (pesée le plus exacte-
ment possible)

- on fait gécher dans 1'étuve jusqu'a poids constant, (L'expé-
rience montre qu'une durée de 14 heures est suffisante, le
séchage peut ainsi se faire la nuit)

- on met le cristallisoir contenant 1l'échantillon sec dans un
dessicateur et on 1'y maintient au moins 3 heures

-~ on pése le cristallisoir avec 1'échantillon sec.

Calculs : - on calcule le poids de l'échantillon frais initial, 1le
poids de 1l'eau évaporée, le pourcentage d'eau par rapport
a la substance initiale et le pourcentage du poids sec.

Exemple :

Pourcentage d'eau et de matiére séche contenus dans la partie
comestible d'un échantillon de crevettes Metapeneus monoceros :

poids du cristallisoir vide : 14,20800 g

poids du cristallisoir 4+ échantillon frais : 19,78410 g

poids du cristallisoir 4 échantillon aprés séchage : 15,57610 g
poids de 1'échantillon : 19,78410 g - 14,20800 g = 5,57610 g
poids de l'eau évaporée : 19,78410 g - 15,57610 g = 4,20800 g

pourcentage d'eau @
4,20800 x 100

i

75,46 %

pourcentage du poids sec : 100 % - 75,46 % = 24,54 %

1,2, DOSAGE DES LIPIDES TOTAUX.

Le dosage se fait sur le résidu sec du dosage de 1l'eau,
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Pour les échantillons d'organes de poissons et de
farines de poissons, nous préférons faire précéder
l'extraction lipidique d'une hydrolyse acide, ce qui
permet de séparer les lipides plus aisément en rom-
pant les éventuelles liaisons entre lipides et
protéines,

12.1, Hydrolyse préalable.

Principe. L'hydrolyse se fait en milieu chlorhydrique, a chaud, pendant
6 heures a 90°C

Matériel par échantillon :

deux erlenmeyers de 200 ml - -un entonnoir pyrex, diamétre
d'ouverture 90 mm - deux filtres ronds "sans graisse"
(marque DURIEUX, qualité sans cendres, lavés aux acides
chlorhydrique et fluorhydrique, qualité sans graisse, dia-
métre 15 cm,filtration normale),

Remarque : avant usage, les deux filtres ont été pliés
ensemble, redégraissés au laboratoire pen-
dant deux heures (voir 12,2), l'expérience
montrant que le faible résidu graisseux des
filtres '"sans graisses" suffit a fausser les
dosage pour les petites quantités,

un bhain-marie a eau - un réfrigérant a air constitué d'un

tube de verre de 1 m, de long mont§ sur le bouchon en
caoutchouc de 1l'erlen - un thermométre - deux verres de

montre de 50 mm de diamétre pour servir de couvercle aux cris-
tallisoirs et aux erlens -~ une pissette a eau distillée ou
déminéralisée, en plastique - un ballon de 1 litre en pyrex

a long col entouré de ficelle d'amiante - un dispositif

pour tenir a la verticale les cannes de verre -~ une étuve

a circulation d'air - une éprouvette de 20 ml - un petit
agitateur en verre - une pipette de 2 ml,

Produits chimiques :

\

terre d'infusoire - HC1 a 6,73 N - eau distillée ou déminé-
ralisée bouillante - alcool éthylique a 95° -~ papier pH
(delélO)-

Mode opératoire :

- verser l'échantillon desseché du petit cristallisoir dans un
erlen portant le méme numéro (au crayon)

- ajouter 20 ml d'acide HC1 6,73 N et 2 ml d'alcool pour sub-

'~ merger 1l'échantillon, on recouvre d'un verre de montre

- dans le cristallisoir qui contient encore quelques débris
antérieurs, on verse de 1'HC1l et de l'alcool, on recouvre
également d'un verre de montre

- on laisse la substance s'imprégner du mélange a froid pen-
dant une nuit

- puis on verse intégralement le contenu du cristallisoir dans
1'erlen en s'aidant d'un agitateur en verre
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- ajuster le bouchon muni de son tube de verre (réfrigérant
a air) sur l'erlen

~ placer l'erlen dans le bain-marie a 90°C et l'y laisseér
pendant 5 heures

- pendant ce temps, la substance en suspension dans l'acide
chlorhydrique chaud devient noire et pulvérulente. (Ce
broyage chimique libére les lipides qui étaient éventuel~
lement liés aux protéines).Quand l'hydrolyse est terminée
on prépare de l'eau distillée ou déminéralisée bouillante

- on numérote (méme numéro que le cristallisoir) au crayon
1'un des deux filtres dégraissés plissés, On le place
dans l'entonnoir au-dessus de l'erlen vide

- rajouter une grosse spatulée de terre d'infusoire (environ
2 a 3g). On agite et on verse avec précaution 1l'ensemble
sur le filtre

- rincer abondamment & l'eau bouillante avec la pissette en
plastique, jusqu'a ce que le liquide de rincage ne montre
plus d'acidité (pE = 7) (le jet d'eau ne doit pas &tre trop
violent afin de ne pas percer les filtres)

La substance hydrolysée contenant les lipides reste
au-dessus de l'entonnoir, L'eau et l1l'acide tombent dans
1l'erlen,

- on laisse égoutter le filtre chargé au moins 30 minutes

~ caler le filtre sur un petit cristallisoir

~ placer 1l'ensemble dans une étuve a circulation d'air reglée
a 40°C pour une nuit (une dessication a forte température
rend le papier filtre cassant et difficile a manipuler
ultérieurement)

- quand le séchage est fini,on ajoute dessous un 2éme fil-
tre dégraissé numéroté et on ferme l'ensemble avec des
agrafes,

On dispose ainsi de deux papiers filtres numérotés conte-
nant le résidu sec du dosage d'eau, aprés hydrolyse, rin-
cage et sechage.

12.2., Extraction de Soxhlet,

Principe, La substance est lavée jusqu'a épuisement avec de 1'éther
éthylique qui entraine les lipides.,
L'appareil de Soxhlet permet ces lamages successifs avec
une quantité minimale d'éther (dans ce cas 100 a 120 ml).
L'éther ayant servi a une extraction est automatiquement
purifié par distillation et réutilisé pour le lavage sui-
vant en raison de la conformation de 1l'appareil,

Matériel ¢ un appareil de Soxhlet pour ballons de 100 ml - un
ballon pyrex de 100 ml, dont le numéro est gravé, préa-
lablement lavé, séché a 1l'étuve et conservé dans un
dessicateur - un chauffe ballon a rhéostat - une étuve
a circulation d'air a T® réglable - un dessicateur - une
balance de précision - une éprouvette de 100 ml - un
courant d'eau froide - un support, des pinces et des noix
pour maintenir 1'appareil,



Enbout supdrieur.

Réfrigérant (condensation de l;other).

S8iphon.

Récipient ol l1llether distillé
s'acoumule.

Chauffe-ballon & rhéostat.

Figs 1 = Schéma d'un appareil de SOXHLET,
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Produits chimiques : - éther éthylique R.P.

Mode opératoire :

~ on démonte 1l‘'appareil de Soxhlet pour libérer la partie B.

- on place dans le récipient de distillation 1l'échantillon
a extraire contenu dans les papiers filtres

~ on remet en place la partie B

~ on retire le ballon propre du dessicateur et on le pése
immédiatement

- on note le numéro de l'achantillon & analyser et le numéro
du ballon correspondant

- on verse par l'embout supérieur de 1l'appareil 100 ml d'éther
éthylique (éprouvette)

- on ajuste ballon, chauffe-ballon et partie B

- on fait circuler l'eau dans le refrigérant

- on chauffe doucement (rhdostat) pour distiller 1l'éther pen-~
dant 6 heures, en surveillant que le ballon contient tou-~
jours un peu d'éther, méme quand le récipient supérieur de
récolte est plein

- en cas de besoin, sans demonter l'apparell, on peut ajouter
20 ml d'éther par l'enbout supérieur

- au bout de 6 heures, tous les lipides qui étaient dans
ltéchantillon sont passés dans le ballon

- on démonte l'appareil pour libérer la partie B

- on remonte l'appareil et on continue la distillation en la
surveillant attentivement ; il faut que l'éther s'évapore du
ballon sans que les lipides soient surchauffés

- lorsqu'il apparait que tout l'éther semble évaporé, on libeére
le ballon

- on le place une heure dans 1l'étuve a 100-105°C, pour chasser
le résidu d'éther dilué dans les lipides

- au aortir de 1'étuve, on place le ballon dans le dessicateur

- on laisse équilibrer les températures (3 heures au minimum)

- on pése le ballon contenant des lipides

- un deuxiéme séchage suivi d'une deuxiéme pesée permettra de
contrdler si un résidu d'éther était resté melé aux lipides

€alculs :-on a le poids de l'échantillon frais initial, le poids du
ballon vide, le poids du ballon contenant les lipides.
+on en déduit :
le poids des lipides contenus dans 1l'échantillon et leur
pourcentage,

Exemple :

Pourcentage des lipides dans un échantillon de crevettes Meta-
peneus mMonoceros :

poids du ballon vide : 47,51675 g
poids du ballon contenant les lipides : 47,60720 g
poids de l'échantillon initial : 5,57610 g
poids des lipides : 47,60720g ~ 47,51675g = 0,09045 g
pourcentage des lipides :
0,09045 x 100 o
5,57610 = 1,62 %
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SOLUTION DE HC1 6,73 N.

Matériel : une bouteille de 1 litre avec bouchon de plastique - une
éprouvette de 1000 ml - une éprouvette de 10C ml - une
fiole jaugée de 1 litre munie d'un bouchon de verre ~ un
entonnoir,

Produits chimiques 3

HC1 R,P. d = 1,18 (normalité : 12 N) - eau déminéralisée
ou distillée,

Mode opératoire :

- dans l'éprouvette de 10CC ml, verser avec précaution

561 ml de HC1l R.P.
- dans la fiole jaugée verser environ 400 ml d'eau déminéra-
lisée ou distillée
a l'aide de l'entonnoir verser, trés progressivement et en
agitant avec précaution, dans la fiole jaugée l'acide chlor-
hydrique de l'éprouvette,(le mélange s'échauffe)
boucher 1la fiole et la laisser refroidir
ajuster au trait de jauge avec de l'eau
verser dans la bouteille,

Utilisation : sert pour 1l'hydrolyse des substances, avant l'extraction
des lipides,

Calcul de la normalité :

1000 ml de HC1l R.P. correspondent a 12 normalités
561 ml de HC1l R.P. étendus a 1 litre correspondent a :

12 x 561

1060 = 6,73 N

1.3. DOSAGE D'AZOTE (DOSAGE DE RJELDAHL) ET DE PROTEINES,

Principe :«L'échantillon est chauffé avec de l'acide sulfurique pur bouil-
lant, en présence d'un catalyseur, c'est la minéralisation,
L'azote de 1'échantillon se combine a l'acide sulfurique et
donne 504(NH4)2 stable, en solution dans 1l'acide sulfurique,

~Ensuite on fait agir ka moude en excés qui va a la fois
«« Neutraliser l'acide sulfurique restant :
C
SO4H2 + 2 NaOH — So4Na2 + 2H2
.. déplacer l'ammonium de la molécule de SO4(NH4)2 :
H_O
S0, (1\111114)2 + 2 NaOH — SO ,Na, + 2NH: + 2H,

Il y a une libération de gaz ammoniac,
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- le gaz ammoniac est entrainé par un courant de vapeur
d'eau bouillante, puis on condense le tout par réfrigé-
ration sous forme de NH, OH (ammoniaque) et de H_O li-
quides 4 2

- 1'ammoniaque est capturé dans une solution d'acide borique
Cet ammoniaque contient tout l'azote initial de 1'échan-
tillon (sauf quelques rares exceptions, par exemple,
l'azote de la chitine), c'est pourquoi on l'appelle azote
"total".

-~ pour le dosage, on neutralise l'ammoniaque par une solution
titrée d'acide sulfurique ce qui permet de doser 1'azote

- on estime la quantité de protéine en multipliant par 6,25
(coefficient conventionnel) le pourcentage d'azote trouvé,

papier a cigarette JOB dont on a coupé le co6té gommé-
balance de précision - petite spatule - matras de Kjeldahl
de 100 ml - petit entonnoir - rampe a minéralisation - pees
bunsen adaptés - hotte avec ventilation speciale entrai-
nant les vapeurs sulfuriques - une propipette - appareil

de Parnas et Wagner modifié par Martin (Prolabo) - sys-
téme de génération de vapeur d'eau - becher de 150 ml -

- une bouteille en plastique avec doseur automatique a

siphon de 20 ml (contenant la solution borique) - une bu-
rette de précision de 25 ml avec son support, graduée au
1/10 ml - une pissette en plastique (pour eau déminérali-
sée) - un petit agitateur magnétique avec son moteur - un
compte-minute - une pipette graduée en ml de 5 ou 10 ml

un compte-gouttes ou un flecon eompte-gouttes (contenant 1le
colorant de Tashiro),

Materiel :

Produits chimiques :

- acide sulfurique R.P, - catalyseur de Dumazert et Marcelet
(Prolabo) - solution borique (dans le flacon a doseur auto-
matique) - indicateur coloré de Tashiro (dans le flacon
compte-gouttes )~ solution titrée de SO4H2 N/50 - lessive

de soude ~ solution de phénol-phtaléine - eau déminérali-
sée ou distillée (dans une pissette en plastique),

Mode opératoire :

1) -winéralisation :

-~ on prépare un matras de Kjeldahl numéroté

- on pése exactement une petite quantité de la matiére a do-
ser (environ 0,2g a 0,4g pour un broyat d'organe de pois-
son et @,1g pour les farines de poissons) sur une feuille
de papier JOB dont les bandes gommées sont enlevées aux

ciseaux et tarée (ce papier ainsi préparé ne contient pas
d'azote)

- on enferme 1'échantillon dans le papier en tordant les
deux extrémités et an le place au fond d'un matras de
Kjeldahl

- on ajoute avec la petite spatule une faible quantité de
catalyseur de Dumazert et Marcelet (environ 0,2g)

- on ajoute 3 ml de SO H_ R.P. avec une pipette de 10 ml

maniée a 1l'aide d'ung %ropipette
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- on agite, on laisse reposer. Le papier se dilacére dans
ltacide et libére l'échantillon

- on continue la minéralisation & chaud, avec la rampe a
minéralisation, a petit feu, sous la hotte munie d'un
systéme d'aspiration des vapeurs (vapeurs de SO4H2

toxiques). On place sur chaque matras un petit entonnoir
qui permet une condensation partielle des vapeurs sulfu-
riques et leur retour dans le matras .

- pendant 1'ébullition de l'acide sulfurique, il se forme
une suspension charbonneuse dans le liquide. Celle-ci
s'éclaircit peu a peu. Lorsque le liquide du matras est
devenu incolore et limpide, sans aucun dépdt charbonneux
sur le col du matras, la minéralisation est terminée,
Elle dure environ 5 heures. On rappelle que au bout de
cette opération l'azote de l'échantillon initial est miné-
ralisé sous forme de 804(NH4)2. On laisse refroidir

avant de passer a l'étape suivante (2)

- parallelement on fait minéraliser un "blanc'" contenant
seulement l'acide sulfurique, un papier JOB et le cata-
lyseur.

2) libération et distillation de 1l'ammoniac

a) on prépare l'appareil de Parnas et Wagner modifié par

Martin de la fagon suivante :

- on fait couler 1l'eau froide dans le refrigérant a
eau

~ on remplit le ballon générateur de vapeur jusqu'aux
3/4

- on ajoute un peu de talc en poudre et quelques bilies
de verre pour favoriser une ébullition régulieére

- pour vérifier l'éventualité d'un mauvais fonction-

‘ nement de 1l'appareil (aspiration, par dépression, de
la solution basique dans le ballon générateur), on
acidifie le contenu de ce dernier avec un peu de
SO4H2 et on y ajoute un peu de solution de rouge de

méthyle, Ce liquide a dans les conditions normales
une coloration rouge. En cas de refoulement de la
solution sodée dans le ballon, il devient jaune. On
sait alors que le dosage est a refaire.

- on porte & 1'ébullition le contenu du ballon généra-

° teur. L'eau arrive sous forme de vapeur chaude dans
le corps de l'appareil, alors que l'acide sulfurique
reste en solution dans le générateur

- quand le corps de l'appareil est chaud, on entre-
prend d'y placer 1l'échantililon (voir b)

b) déplacement de l'azote sous forme de gaz ammoniac, L'opé-
ration se passe dans le corps de l'appareil :

- tout d'abord, dans un becher de 150 ml on verse 20 =l
de solution borique a l'aide du doseur automatique

- on y ajoute 10 gouttes de colorant de Tashiro : la
solution prend une couleur violet améthyste

- on place ce becher prés de 1l'embout de distiliation
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nodifié par MARPIN,
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- lorsque le courant de vapeur d'eau est réguliérement
établi on fait tremper 1'embout de distillation dans
la solution borique

= on ouvre l'ouvertire de 1l'entonnoir en soulevant le
bouchon a tige et on verse le contenu du matras in-
tégralement en ringcant plusieurs fois rapidement avec
de petites quantités d'eau déminéralisée ou distillée

- on rebouche immédiatement

~ on verse dans l'entonnoir 20 ml (éprouvette) de solus
tion de soude

-~ on souléve doucement le bouchon a tige pour intro-
duire la solution de soude dans l'ampoule en prenant
soin d'éviter le passage de vapeurs par cet orifice

- on replace immédiatement le bouchon et oh verse un
joint d'eau dans l'entonnoir avec la pissette a eau
déminéralisée ou distillée, Clest & cte moment que se
fait la réaction @ i -

soék(z‘m‘})2 + NaOH —% 504Na2 + 2NH — 2H,0

- on laisse fonctionner l'appareil pendant 10 minutes,
temps suffisant pour que la réaction soit totale

3) condensation de 1'azote sous forme de NH4OH dans la solution
borique :

~ le tube par lequel passe le courant de vapeur d'eau
contenant 1'ammoniac (NH_,) est coudé. Sa branche
descendante est munie d'uin refrigérant a eau. Dans
cette partie de l'appareil la vapeur d'eau se condense

et entraine le gaz ammoniac qui donne NH, +—H20 —AVNH4OH

liqui- ainmo —
de niaque.
- cet ammoniaque et l'eau qui l'accompagne sont regus

dans la solution borique. Cette solution devient alors
basique et la couleur du colorant de Tashiro passe du
violet au vert, Au bout de 10 minutes, on éloigne le
becher de l'embout de distillation pour faire le dosage
proprement dit

4) dosage de l'azote contenu dans le becher :

- il se fait immédiatement apres la capture de 1l'ammonia-
que dans la solution borique avec du SO4H2 N/50, placé

dans la burette

- on note le nombre de ml de SO4H2 N/50 nécessaires pour

obtenir le virage de couleur du vert au violet commen-
¢ant en passant par le gris (on arréte 1l'écoulement
goutte a goutte immédiatement aprés que la couleur gri-
se soit dépassée).

5) lavage de l'appareil :

- on éteint le bec bunsen sous le ballon générateur de
vapeur d'eau : il se forme une dépression
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- le contenu de 1l'ampoule A se vide automatiquement par le
tube plongeur et arrive au fond du récipient inférieur,
en B

- on ouvre la pince et la vidange est recueillie dans un
récipient

- immédiatement, on souléve le bouchon a tige et on ajoute
a la pissette de l'eau déminéralisée ou distillée en abon-
dance

- a cause de la dépression qui persiste, cette eau se deverse
encore en B, Elle nettoie 1l'ampoule A.

- au cas ou l'ampoule A serait mal vidée de l'eau de ringage
on rallume le gaz sous le ballon générateur de vapeur,
Puis, quand le courant de vapeur est installé par ébulli-
tion on éteint a nouveau : la dépression vide alors 1l'am-
poule de son eau, i'appareil est prét pour la manipula-
tion suivante,

6) dosage du blanc @

- on refait les mémes manipulationfavec le blanc qui contient
des traces d'azote des réactifs (voir 2-3-4-5), L'expérien=
ce montre que le dosage final demande environ 0,2 ml de

solution de SO4H2 N/S0

Calculs :

- on dispose des données numériques suivantes :
.. le poids du papier JOB sans l'éshantillon
.. le poids du papier JOB + 1'échantillon
.. le nombre de ml de SO4H2 N/50 correspondant au dosage de

1'échantillon

.+ le nombre de ml de SO4H2 N/50 correspondant au "blanc"

- on en déduit :

.+ le poids de 1l'échantillon
.. le nombre de ml de SO4H2 N/50 correspondant a la seule

matiére orgdnique de l'échantillon
.. le nombre de mg d'azote qu'il contient
le pourcentage d'azote par rapprot au poids frais
+s l'estimation du pourcentage de protéines,

Exemple :
pourcentage d'azote et de protéines dans un échantillon de crevet-
tes Metapeneus monoceros

» Données

poids du papier JOB seul : 0,03560 g
poids du papier JOB + échantillon : 0,32010 g
nombre de ml de SO4H2 N/50 pour 1l'échantillon : 35,9 ml

nombre de ml de SO4H2 N/50 pour le blanc : 0,2 ml
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- Calculs :

poids de 1l'échantillon :
0,32010g - 0,03560 = 0,28450g ou 284,5 mg

nombre de ml de SO4H2 N/50 correspondant a la seule matiére

organique de 1'échantillon :

gquantité d'azote de 1l'échantillon :

1 ml de solution de SO4H2 N/5C correspond a 0,28 mg d'azote

(voir "Solution so4H2 N/50")
0,28 mg x 35,7 = 9,996 mg

pourcentage d'azote dans 1l‘'échantillon :
9,996 x 100 .
384,50 - 001 %

estimation du pourcentage de protéines :
3,51 x 6,25 = 21,94 %

SOLUTION BORIQUE.

Matériel : - une balance de précision - une boite de Pétri de 9 cm de
diamétre - une spatule - un entonnoir - une éprouvette
de 100 ml - une éprouvette de 1 litre - un fiacon en plas-
tique de 1 litre, avec doseur automatique reglé a 20 ml,

Produits chimiques :

- acide borique R.P. cristallisé pour analyses
- alcool éthylique a 95°
- eau déminéralisée ou distillée,

Mode opératoire :

- peser 10g d'acide borique dans la boite de Pétri, en s'ai-
dant de la spatule

- transvaser dans le flacon, avec l'entonnoir

- rincer la boite de Pétri et l'entonnoir a l'aide de 200 ml
d'alcool éthylique a 95°

- agiter

- ajouter 700 ml d'eau déminéralisée ou distillée

- ajuster jusqu'a compléte dissolution,

Utilisation : recueille 1l'ammoniaque au sortir de l'appareil Parnas et
Wagner modifié par Martin, Il se forme du borate d'ammo-
nium que l'on neutralise immédiatement par SO H_ N/50
4 2
pour le dosage de l'azote,




N

Fige 4 - Pla;on surmonté d'un doseur automatique.
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SOLUTION D'ALCOOL A 50°.

Matériel : deux éprouvettes de 500 ml - une bouteille d'un litre =
~ un entonnoir.

Produits chimiques :

alcool a 95° -~ eau déminéralisée ou distillée.

Mode opératoire :

- dans une éprouvette verser 500 ml d'alcool a 95°

- dans une autre éprouvette verser 480 ml d'eau

- verser le contenu des deux éprouvettes dans la bouteille
de 1 litre et agiter,

Utilisation : sert 4 la préparation de solution de blew de Méthyléne
et de solution de rouge de méthyle.

SOLUTION DE BLEU DE METHYLENE DANS L'ALCOOL A 50°.

Matériel ¢ - un verre de montre - une balance de précision -~ une petite
spatule - un entonnoir - un flacon de 100 ml pour produit
non filtré (A) - une éprouvette de 100 ml - papiers filtres
"Durieux 111, filtration normale' - un flacon de 100 ml
pour produit filtré (B).

Produits chimiques :
- alcool a 50°® - bleu de MAthylainme,

Mode opératoire :

« Solution saturée, non filtrée @

~ peser dans le verre de montre 25 mg de bleu de méthyléne

verser le dans le flacon A, avec l1l'entonnoir

- ajouter 100 ml d'alcool & 50° en rincant l'entonnoir

- agiter, puis laisser reposer. La solution de couleur trés
foncée est saturée..

. Solution saturée, filtrée @

- filtrer au-dessus du flacon spécial (B), C'est le bleu de
méthyldne saturd et filtré.

Utilisation : sert a la préparation du réactif de Tashiro,

SOLUTION DE ROUGE DE METHYLE DANS L'ALCOOL A 50°.

Matériel : - un verre de montre - une balance de présision - une fiole
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de 200 ml pour la solution saturée non filtrée (A) - un
flacon de 200 ml pour la solution saturée filtrée (B) - un
entonnoir -~ une petite spatule - papiers filtre '"Durieux
111, filtration normale".

Produits chimiques ¢

- alcool & 50° ~ rouge de méthyle "RAL" (Prolabo).

Mode opératoire :

. Solution saturée, non filtrée 3

- remplir la fiole avec 200 ml d'alcool a 50°

- ajouter peu a peu avec la spatule de petites quant1tel de
rouge de méthyle et agiter

- on arrdte l'opération lorsqu'un peu de rouge de méthyle
se dépose au fond de la fiole : la solution est saturée
(environ 0,1 mg). C'est la solution A.

. Solution saturée filtrée @

- filtrér la solution A au-dessus du flacon de 200 ml, la
solution filtrée est la solution B,

Utilisation : sert a préparer le réactif de Tashiro,

REACTIF DE TASHIRO.

Matériel : - un flacon compte-gouttes: de 100 ml- une éprouvette de
100 ml - une éprouvette de 50 ml.

Produits chimiques :

- solution saturée et filtrée de rouge de méthyle dans
1'alcool a 50° - solution de bleu de méthyléne a 0,025 %
dans l'alcool a 50°, filtrée.

Mode opératoire :

- préparer dans deux éprouvettes : 75 ml de solution de rou-~
ge de méthyle et 25 ml de solution de bleu de méthyléne

- verser le contenu des deux éprouvettes dans le flacon
compte~gouttes,On obtient une solution de couleur foncée
qui donne une couleur violet-améthyste, si on ajoute 10
gouttes de ce réactif dans 20 ml de solution borique. Ce
colorant devient vert dans un milieu alcalin,

Utilisation : on ajoute 10 gouttes de cette solution a la solution
borique destinée & recueillir 1‘ammoniaque au sortie
de l'appareil Parnas et .
La solution d'abord v1olette devient verte au cours de
la distillation,
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Pendant le dosage par neutralisation, la coloration de-
vient grise, puis violette dés que le milieu devient
légérement acide.

LESSIVE BE SOUDE.
Matériel : une éprouvette de 1 litre - un becher de 1 litre en py-
rex - un agitateur en verre - un entonnoir - un crayon

feutre - une cuvette remplie d'eau froide.

Produits chimiques :

- soude caustique R.P. en pastille® pour analyses {(Prolabo)-
- eau déminéralisée ou distillée.

Mode opératoire :

- mettre 750 ml d'eau déminéralisée dans 1'éprouvette

- verser cette eau dans le becher en pyrex

- marquer au crayon fautre le niveau d'affleurement du li-
guide

- reverser l'eau dans 1l'éprouvette

- verser 250g de soude en pastilles 'dans le becher en pyreéx,

en ayant ouvert le flacon au dernier moment

ajouter de l'eau peu a peu en remuant avec l'agitateur.

Le mélange s'échauffe.

- placer le becher chaud dans la cuvette d'eau froide
(bain-marie froid). Continuer & agiter jusqu'a ce que
le mélange soit dissous et froid. Au besoin, changer
1'eau du bain-marie

~ ajuster avec de l'eau au trait indiquant 750 ml

verser la solution froide dans le flacon de 1 litre,

boucher.

Utilisation : dans le dosage de l‘'azote, sert a libérer 1l'ammoniac
par réaction :

-
—_—
504(1%14)2 + 2 NaOH — SO4Na2 + 2NH3 + 2H20

SOLUTION DE PHENOL~-PHTALEINE A 0,1 % DANS L'ALCOOL A 95°,
Matériel : une éprouvette de 50 ml - un flacon de 50 ml - un verre
de montre - une petite spatule - une balance de précision -

un petit entonnoir,

Produits chimiques :

- alcool & 95° - phénol-phtaléine pur cristallisé (Prolabo),



- 24

Mode opératoire :

- peser 50 mg de phénol-phtaléine dans le verre de montre a
1'aide de la spatule

- verser dans l'éprouvette, avec le petit entonnoir

- ajouter de 1l'alcool a 95° en ringant l'entonnoir jusqu'au
niveau de 50 ml

- verser dans le flacon.

Utilisation : cette solution non €olorée devient rose en milieu basi-
que, elle sert éventuellement & vérifier que la quanti-
té de soude versée au cours du dosage de l'azote est
bien en excés.,

SOLUTION DE 50432 N/50.,

Matériel : - une fiole jaugée de 1 litre - une pipette de précision a
2 traits de 20 ml - un flacon bouché émeri de 1 litre.

Produits chimiques
- so4H2 Normal (Prolabo) - eau distillée ou déminéralisée ,

Mode opératoire :

- dans la fiole jaugée de 1 litre, on verse avec la pipette

a 2 traits 20 ml de SO4H2 N

- i : \ & . . . . 'y ’ .

- on ajoute de I'éau déminéralisée ou distillée en agitant
- on ajuste au trait de jauge

- on transvase dans le flacon spécial,

Utilisation : sert a neutraliser l'ammoniaque retenu dans la selution
borique au sortir de l'appareil Parnas et Wagner modifié
par Martin.

Calculs :_un ml de SO4H2 N/50 correspond a la neutralisation d'une
quantité d'ammoniaque contenant 0,28 mg d'azote :
—
2 NH,OH + S0 H, SO4(NH4)2 + H0
- 28g d'azote contenus dans NH40H correspondent a 1 mole de

SO4H2

~28g d'azote contenus dans NH40H correspondent a 1 litre
SO4H2, 2 fois normal

«0,28g d'azote contenus dans NH4OH correspondent a 1 litre
SO4H2 0,02 N ou N/5C

-~ 0,28 mg d'azote contenus dans NH4OH correspondent a un ml
de SO4H2 N/50,
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SOLUTION DE SO4H2 N/20,

Préparation analogue, mais on dilue 50 ml de SO, H_ N (fiole
jaugée) avec de l'eau déminéralisée ou distillée jusqu'é Ztteindre
un volume de 1 litre (fiole jaugée)

1 ml de SO4H2 N/20 correspond a 0,7 mg d'azote.

1.4, DOSAGE DES MINERAUX.
14,1, DUSAGE DES MINERAUX TOTAUX,

Principe. On calcine la substance jusqu'a ce que toutes les matiéres
organiquey soient briilées et ainsi éliminées sous forme vo-
latile (Co,, H,0, NO,, etc,..)

Le reste (cendres) est constitué des matiéres minérales.

Matériel : un creuset en silice avec un numéro gravé (diamétre d'ou-
verture 35 mm, hauteur 40 mm) - une petite spatule - une
balance de précision - une étuve a circulation d'air- un
bec bunsen - un trepied - un triangle en terre de pipe de
55 mm de coté (dimensions intérieures) - un four a moufle-
un dessicateur - un interrupteur a minuterie de 0,a 5 heu-
res (Coupatan) - une hotte a évacuation d'air.

Produits chimiques : néant.

Mode opératoire :

- le creuset en silice est d'abord lavé, seché a l'étuve a
100° pendant 2 heures et placé dans un dessicateur jusqu'a
complet refroidissement

- on le tare

- on y ajoute une quantité de substance broyée d'environ 2g
pour de la matiére humide (organe de poisson) et d'environ
lg pour de la matiére séche (farine de poisson)

- on pése exactement le poids de matiére premiére initiale

- s8i la matiére est humide, on la fait decher pendant une
nuit a 1'étuve reglée a 100-105°C

- en suite, on incinére a l'air libre sous une hotte a éva-
cuation d'air en s'aidant du trépied et du triangle en
terre de pipe, a la flamme du bec bunsen. L'opération doit
étre faite avec précaution afin d'éviter un débordement de
la substance au-~dessus du creuset

- elle est tberminée lorsqu'il n'y a plus de fumée ni de flam-
me sortant du creuset, alors que continue le chauffage par
le bec bunsen

- on place le creuset dans le four a moufle

- on regle le four a moufle a 550°C

- on laisse le four a 550°C pendant 3 heures. (L'arrét du
chauffage est commandé par le Coupatan),
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- quand le four est froid on retire le creuset et on le pla~
ce pendant une heure dans 1l'étuve a 100-1G5°C

- au bout de ce temps on le place dans un dessicateur et on
laisse refroidir a la température du laboratoire (3 heures
au moins)

- on pése le creuset contenant les cendres.

Calculs . On connait :

~ le poids du creuset vide
- le poids du creuset contenant 1l'échantillon
- le poids du creuset contenant les cendres.

On en deduit :

- le poids de 1l'échantillon
- le poids des cendres
- le pourcentage des cendres dans l'échantillon,

Exemple. Dosage des matiéres minérales effectuées sur la partie comes-
tible de petits énchois :

creuset vide : 10,97320 g
creuset + poisson frais : 12,52605 g
creuset + cendres : 11,00120 g
poids du poisson frais :

12,52605 -~ 10,97320 = 1,55285 g
poids des cendres :

11,00120 - 10,97320 0,02800 g
pourcentage de matiéres minérales :

0,028 x 100 _ o

1,55285 = 1,80 %

14.2., DOSAGE DE SILICE.
(sur une farine des poissons, des crevettes ou
dans des homogenats d'aliments secs).

Principe : - on briile les matiéres organiques

~ on fait subir a plusieurs reprises au résidu minéral
l'action de 1l'acide chlorhydrique chaud, ce qui insolubi-
lise la silice et dissout les autres minéraux

- on recueille la silice sur un filtre sans cendres (le li-
quide filtré est conservé pour faire le dosage du calcium)

-~ on fait briiler le filtre et son contenu dans un creuset
en silice taré préalablement.

Matériel : . une balance de précision - un creuset en porcelaine (dia-
métre 50 mm) - une spatule - un triangle en terre de pipe
(dimensions intérieures 60 mm) - une hotte avec aspiration
d'air - un four a moufle -~ un interrupteur a minuterie
(¢oupatan) - un bain de sable - un petit agitateur de ver-
re - une pince - deux pipettes de 10 ml - une éprouvette
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de 50 ml - un filtre sans cendres (diamétre 90 mm) - un
petit entonnoir (diamétre 45 mm) -(x) un erlenmeyer de
200 ml - une étuve a 105°C - un creuset en silice - un
bec bunsen.

Produits chimiques :
HC1 R.P. - HC1 045 N - BHE1 0,01 N,

Mode opératoire :

- peser avec précision une quantité voisine de 2 grammes
de farine (06u 5 grammes au cas ou elle contient trés peu
de silice) dans la capsule en falence

- incinérer a l'air libre au-dessus de la flamme d'un bec
bunsen dans une hotte a aspiration d'air, en posant la
capsule sur le triangle en terre de pipe

- puis incinérer dans le four a moufle a 550°C pendant
3 heures (Coupatan) laisser refroidir

- ajouter a la pipette quelques ml de HC1l R.P. goutte a
goutte en triturant les cendres avec un agitateur jusqu'a
ce que les cendres soient baignées dans HC1

~ faire évaporer HC1l sur le bain de sable

- ajouter encore deux fois HC1l et faire évaporer dans les
mémes conditions

- quand tout l1l'acide chlorhydrique est évaporé mouiller
les cendres avec 5 ml (pipette) de HC1l 0,5 N

- faire chauffer doucement pendant 10 minutes la capsule
au-dessus du bec bunsen en la calant sur le triangle en
terre de pipe

- filtrer a travers d'un filtre sans cendres placé dans
l'entonnoir au-dessus de l'erlen

- ajouter encore 5 ml de HC1l 0,5 N dans la capsule et recom-
mencer chauffage et filtration

Les minéraux solubles dans l'acide chlorhydrique pas-
sent a travers le filtre, La silice est retenue sur
le filtre.

- laver la capsule et le filtre avec HC1l N/100 (lavage pro-
longé avec 30 ml de liquide) (le contenu de l'erlen est
utilisé pour le dosage du calcium)

- faire secher le filtre dans 1'étuve a 105°C : 1l'eau et
l'acide chlorhydrique du filtre s!'évaporent

- peser un creuset en silice sec

- ¥ placer, en le pliant, le filtre sans cendres seché avec
son contenu

- incinérer a 1l'air libre

- puis incinérer au four a moufle (3 heures a 550°C)

- laisser refroidir

-~ placer une heure le creuset en silice dans 1l'étuve a 105°C

- puis dans un dessicateur pendant 3 heures

- peser le creuset contenant la silice

Calculs, On connait les poids suivants :

- coupelle vide
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- coupelle contenant la farine
- creuset en silice vide
- creuset en silice plus silice a doser.

On en déduit :

- le poids de farine
~ le poids de silice correspondante
- le pourcentage de silice dans la farine.

Exemple. :Farine de tétes de crevettes fabriquée au laboratoire :

capsule vide : 13,38910 g
capsule + farine : 15,37980 g
poids de farine : 1,99070 g

creuset vide : 10,63170 g
creuset 4+ silice : 10,63905 g
silice : 0,00735 g

pourcentage de silice @
0,00735 x 100
1,99070

HC1 environ 0,5 N.
On dispose de HC1l R.P. (Prolabo) de normalité voisine de 12.
Un volume de cette solution étendue a 24 volumes avec de

l1'cau donne une solution voisine de 0,5 N.

Matériel : une éprouvette de 50 ml -~ une éprouvette de 1 litre - un
flacon de 1 litre - un agitateur en verre.

Produits chimiques :

HC1 R.P. (Prolabo) - eau distillée ou déminéralisée.

Mode opératoire :

- mesurer 42 ml de B@l R.P. dans la petite éprouvette
- verser dans la grande éprouvette 100 ml d'eau

- ajouter le HC1l R.P., rincer la petite éprouvette

- ajouter de l'eau jusqu'a 1000 ml

- agiter le mélange

- verser dans le flacon.

Utilisation : sert a entrainer la silice et les sels solubles dans
l'acide chlorhydrique pour la séparation de la silice
par filtration,
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HC1l environ ¢,01 N.
On dispose d'une solution de HC1l voisine de 0,5 N.
Un volume étendu a 50 volumes avec de l'eau donne une solu-

tion voisine de 0,01 N.

Matériel : - une pipette de 20 ml - une éprouvette de 1000 ml - un
agitateur - un flacon de 1 litre,

Produits chimiques :

- HC1 voisine de 0,5 N - eau distillée ou déminéralisée.

Mode opératoire :

- mesurer 20 ml de HC1l 0,5 N avec la pipette
- verser dans 1l'éprouvette

- ajouter de l'eau pure jusqu'a un litre

- agiter avec l'agitateur

- verser dans le flacon.

Utilisation : sert a laver la silice des sels solubles dans l'acide
chlorhydrique qui 1l'accompagnentau cours de la sépara-
tion de la silice par filtration,

14.3. DOSAGE DU CALCIUM.

Principe, On solubilise le ngpspgﬁﬁe de calcium par l'acide chlorhydri-
que, on se débarra%Fp e la silice par filtration. On ajoute
un excés d'acide oxalique, puis de l'ammoniaque jusqu'a neu-
tralisation, I1 se forme un précipité d'oxalate de calcium
que l'on sépare par filtration

Ccoo
\
¥ Ca, Hzo
coo/

on seéche a 90°C, on pése-

Dans la pratique, on fait le dosage du calcium sur le
liquide filtré, résidu du dosage de silice.

Matériel : se reporter au dosage de silice jusqu'a(x)(p,27;2¢ ligne),puis:

3 pipettes de 10 ml - papier pH (1 & 10) - filtre taré de
90 mm de diamétre - un petit entonnoir de 45 mm de diamétre.
un becher de 50 ml - une étuve a 90°C - une pince en bois .

- un verre a pied de 15 cm de haut,

Produits chimiques : voir les produits pour dosage de silice puis

acide oxalique en solution saturée - HCl R.P. - solution
de chlorure de calcium - ammoniaque R.P.
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Mode opératoire :

~ on dispose de l'erlen de 200 ml contenant environ 40 ml
de filtrat aprés séparation de la silice

- on ajoute 2 ml de HC1l R.P.

- puis 20 ml de solution saturée d'acide oxalique

~ 8'il se forme un trouble, ajouter de l'acide chlorhydrique
goutte a goutte jusqu'a ce que la solution redevienne
complétement limpide

- porter a 1l'ébullition en tenant le col de l'erlen avec une
pince en bois

- neutraliser alors avec de l'ammoniaque ajouté goutte a
goutte en évitant de mettre un excés notable d'ammoniaque
(papier pH)

- maintenir en ébullition assez vive pendant 10 minutes
pour expulser la plus grande partie de l'ammoniaque en
léger excés ; pendant ce temps, agiter l'erlen en le tenant
avec la pince en bois

- puis incliner l'erlen sur un verre a pied de 15 cm de haut

- on obtient un précipité d'oxalate de calcium qui se ras-
semble au fond de l'erlen trés rapidement

-~ laisser reposer une ou deux minutes jusqu'a clarification
compléte

- peser un filtre préalablement seché a 105°C, refroidi et
conservé dans un dessicateur

- décanter en filtrant le liquide surnageant clair

- puis filtrer le précipité en rincant l'erlen et le filtre
avec de l'eau distillée ou déminéralisée chaude

Verifier s'il reste des traces d'acide oxalique dans
le liquide de filtration au moyen d'un petit becher
contenant une petite quantité de solution (limpide)
de chlorure de calcium, Si le liquide de filtration
contient encore de l'acide oxalique, il se forme dans
le petit becher un précipité laiteux d'oxalate de
calcium

- on rince jusqu'a ce qu'il n'y ait plus trace d'acide oxa-
lique

- on sort le filtre égoutté de l'entonnoir et on le séche
d'abord a 40°C, jusqu'a ce qu'il semble sec (pendant une
nuit), puis a 90°C pendant 4 heures (l'eau de la molecule
d'oxalate est ainsi conservée)

- on place dans un dessicateur pendant 3 heures

- on pése rapidement,

Calculs : on connait les poids suivants :

- capsule vide

- capsule contenant la farine

- filtre sec vide

— filtre sec contenant l'oxalate de calcium.

on en déduit :

~ le poids de farine
— le poids d'oxalate de calcium correspondant
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le pourcentage de calcium sachant que

?00\\30a HO une mole pése 146 grammes et contient
oo~ | 2 40 grammes de calcium

un gramme d'oxalate contient :

40 .
146 = 0,27397 g de calcium

Exemple : farine de tétes de crevettes fabriquée au laboratoire

capsule vide : 13,38910 g
capsule + farine : 15,37980 ¢
poids de farine : 1,99070 g
filtre vide : 0,43995 g
filtre + oxalate : 0,95940 g
poids d'oxalate : 0,51945 g

pourcentage de caleium :

0,519 00 x 0,27397
'1?,;9370)( 127997 _ 7,15 %

SOLUTION SATUREE D'ACIDE OXALIQUE.

Matériel @ un becher de 250 ml - une spatule - une balance -~ une fiole
jaugée de 500 ml - un bain-marie tiéde - un entonnoir -
une pissette pour eau distillée ou déminéralisée - un fil-
tre en verre fritté n° 4 - un agitateur de verre.

-

Produits chimiques :

acide oxalique R.P. (Prolabo) - eau distillée ou déminéra-
lisée.

Mode opératoire :

- peser 110g d'acide oxalique dans le becher

- le verser dans le flacon de 500 ml surmonté de l'entonnoir

- entrainer les cristaux avec de 1l'eau (pissette)

- ajouter de l'eau jusqu'aux 3/4 du flacon

- agiter en faisant dissoudre au bain-marie tiéde

- ajuster au trait de jauge (approximativement)

~ laisser refroidir jusqu'au lendemain

~ il se forme au fond de la fiole des cristaux d'acide oxali-

_ que

-~ recueillir la solution saturée surnageante en filtrant

avec un filtre en verre fritté de porosité 4.

Utilisation : cette solution est utilisée pour capter le calcium sous

forme d'oxalate de calcium insoluble que l'on 1sole,
séche et pese,
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SOLUTION CONCENTREE DE CHLORURE DE CALCIUM.

Matériel : - un becher de 250 ml - une spatule - une balance - un petit
entonnoir - un flacon de 100 ml ~ une pissette pour eau
déminéralisée ou distilleée.

Produits chimiques :

- chlorure de calcium purifié (Prolabo)
~ eau distillée ou déminéraliseée.

Mode opératoire @

- peser 70 grammes de chlorure de calcium dans le becher
- le verser dans le flacon surmonté d'un entonnoir en
entrainant avec un filet d'eau (pissette)

~ le chlorure de calcium volymineux se dissout facilement

- finir de remplir le flacon avec de l'eau.
Utilisation sert a vérifier le liquide du ringage du précipité d'oxa-
late de calcium contient encore de l'acide oxalique. En
l'absence d'acide oxalique, la solution de chlorure de
calcium reste limpide. En présence d'acide oxalique, elle
se trouble (aspect laiteux) par la précipitation d'oxala-
te de calcium insoluble,

14.4. DOSAGE DU PHOSPHORE.
(sur une farine de poissons ou de crustacés ou
sur un homogenat de poisson sec ou de cristacé
sec)),

Principe., - on élimine les matiéres organiques de 1l'échantillon par

incinération

- on élimine la silice qui fausserait le dosage par insolu-
bilisation par l'acide nitrique suivie d'un filtration

-~ puis on fait précipiter le phosphore du liquide filtré sous
forme de phosphomolybdate d'ammonium en ajoutant une quan-
tité suffisante de molybdate d'ammonium en solution nitrique

+ Phosphore
(NH4)6 Mo,, 0y, 4H,0 >

molybdate d'ammonium en milieu nitrique

P04(NH4)3 (M°03) 127 3/2 H,0

Phosphomolybdate d'ammonium

-~ on filtre le précipité, on le séche a 90°C, on le pése et
on calcule la quantité de phosphore qu'il contient.



MaAtériel : - une balanece de précision - une capsule en porcelaine de
50 mm de diamétre - un bec bunsen - un trépied - un tri-
angle en terre de pipe dimensionm:inféricures 50 um = un
four a moufle - un interrupteur & minuterie (goupatan) «

~ une pipette de 10 ml (pour NO_H) pur - un bain de sable-

- un petit agitateur de verre ~ un filtre de 7 cm de dia-
métre - un entonnoir de 45 mm de diamétre - une pince .
deux erlens de 200 ml - un becher de 250 ml - une pipet-
te de 10 ml pour NO_LH 0,5 N - une boite de pétri - une
étuve a circulation“d'air - une éprouvette de 50 ml

~ pour N03H 0,01 N - une éprouvette de 100 ml pour réactif

nitromolybdique - un becher de 50 ml - une pipette de

10 ml pour test de fin de réaction - un petit entonnoir .
- un petit filtre - un agitateur de verre recouvert d'un

manchon de caoutchouc ~ un dessicateur.

Produits chimique :

acide nitrique pur - acide nitrique 0,5 N -~ acide nitrique
0,01l N ~ liquide de ringage nitrique : 1 vol, de NO_H

pur sur 8 vol, d'eau - réactif nitromolybdique - liauide
de ringage nitromolybdique (réactif nitromolybdique dilué
de moitié) - alcool méthylique.

Mode opératoire .

pesée ;

- on pése un gramme de farine dans une capsule en porcelaine.

incinération:

- on incinére d'abord a l'air libre en posant la capsule sur
un triangle en terre de pipe au-dessus de la flamme d'un
bec bunsen

- on incinére ensuite au four a moufle pendant 3 heures a
550°C (arrét automatique par le Coupatan)

- on laisse refroidir dans le four,

insolubilisation de la silice :
- on ajoute aux cehdres quelques ml d'acide nitrique pur,
avec précaution, goutte a goutte, avec une pipette
- on triture avec un petit agitateur de verre qu'om rince
ensuite au-dessus de la capsule avec quelques gouttes de
N03H pour le débarrasser des particule solide qui y adhé-

rent

- on fait chauffer au bain de sable jusqu'a siccité

- on recommence encore deux fois ltaddition d'acide nitrique,
la trituration, 1'évaporation

- la silice est alors insolubilisée. (On va 1'éliminer par
filtration., Les autres minéraux sont solubles dans une
solution d'acide nitrique),
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filtration de la silice:

- on filtre au-dessus d'un erlen de 200 ml, avec un entonnoir
et un petit filtre en rincant la capsule successivement
avec 10ml (pipette) de solution d'acide nitrique 0,3 N (en
deux fois) puis 30 ml (éprouvette) d'acide nitrique 0,01 N
(en plusieurs fois)

- on jette le filtre qui contient la silice et on continue
les opérations sur le liquide filtré.

acidification du milieu contenant les phosphates en solution:
- on ajoute dans l'erlen 5 ml de N03H pur
- on agite ,
- pour faciliter la suite des manipulations, on transvase
intégralement dans un becher de 250 ml en ringant avec une
solution de méme concentration en acide nitrique (ringage

nitrique : 1 vol. N03H pur et 8 vol, d'eau distillée ou

déminéralisée).

~ on ajoute 150 ml (éprouvette) de molybdate d'ammonium en
solution nitrique (réactif nitromolybdique) en faisant
couler le liquide le long des parois

- on laisse reposer une heure sans y toucher. Au bout d'une
hbure, on agite le liquide sans toucher aux parois de verre

- puis&. on recouvre.avec une ‘boite dg¢ pétri et on place pendant
plusieurs heures (une nuit) dans une étuve a 36-40°C.

Le phosphore donne un précipité jaune de phosphomolybda-
te d'ammonium, Mais il se peut que tout le phosphore
n'ait pas donné de précipité si la quantité de réactif
nitro-molybdique était insuffisante. Il faut donc véri-
fier que la reaction est bien terminée avant de filtrer
le phosphomolybdate d'ammonium. Lorsque la réaction est
terminée, le liquide surnageant est limpide et incolore.
On s'en assure en prélevant 5 ml, aveg urie pipette que
1'on verse dans un becher de 50 ml, on y ajoute 5 ml de
réactif nitromolybdique et on place a 1l'étuve a 36-40°C
(& c8té du becher de 250 ml initial) pendant 2 heures.
Au bout de ce temps, si le contenu du petit becher est
resté limpide et incolore, c'est que la réaction dans
le grand becher est terminée. :

S'il s'est formé dans le becher une teinte jaune, c'est
que l'addition de réactif nitromolybdique a permis ida
précipitation d'une nouvelle quantité de phophore. Dans
ce cas, il n'y a pas assez de reactif nitromolybdique
dans le grand becher. On en ajoute 50 ml, on laisse en-
core 2 heures a 36-40°C, puis on contrdle de nouveau si
la réaction est terminée en répétant la méme opération
avec un 2éme petit becher etc...
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filtration du phosphomolybdate dlammonium:

- lorsque tout le phosphore est précipité, on filtre le
phasphomolybdate d'ammonium au-dessus d'un filtre seché
et taré

- a la fin de la filtration on détache la poudre de phos-
phomolybdate d'ammonium qui adhére aux parois du becher
avec un agitateur dont le bout est recouvert d'un man-
chon de caoutchouc

- on rince d'abord avec dia liquide de ringage nitromolybdi-
que puis avec de l'alcool méthylique qui détache du ver-
re le précipité.

séchage et pesée:

-~ quand tout le précipité est sur.le filtre, on porte le
filtre et son entonnoir (posé sur un erlen sec) a 1l'étu-
ve a 90°C pendant 4 heures, puis on le met dans un dessi-
cateur., Au bout de 3 heures quand la température du filtre
est bien équilibrée avec celle du laboratoire, on pése
rapidement avec la balance de précision.

Calculs. On dispode des données suivantes :

le poids de la capsule vide

le poids de la capsule + échantillon

poids du filtre sec vide

poids du filtre avec le précipité de phospho~-molybdate
d'ammonium,

Une mole de phosphomolybdate d‘'ammonium

3/2 H M =
PO, (Nﬂ4)3 (M003)12 a /_ Hy PM = 1904 g

&

contient un atome~gramme de phosphore P=231g
1 gramme de précipité contient :

31
1904 = 0,01628g #fle phosphore

On calcule :
- le poids de l'échantillon de farine
- le poids de précipité
-~ le pourcentage de phosphore dans l'échantillon.

Exemple. Dosage de phosphore sur un homogénant de crevettes séchées
du marché (makambas):

coupelle + homogénant = 34,34360 g
coupelle vide = 33,34355 g
poids d'homogenat = 1,00005 g
filtre + phosphomolybdate d'ammonium = 0,97490 g
filtre vide = 0,45480 g
poids de précipiteé = 0,52010 g

Pourcentage de phosphore dans 1'homogenat :
0,52010 x 100 x 0,01628 _ o
1,00005 = 0,85 %
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ACIDE NITRIQUE 0,5 N (environ).

On dispose d'acide nitrique R.P. de densité 1,33 a 53 %
en poids de N03H dont le poids moléculaire est 63 g. Sa

normalite est de :

53 x 1
100 63

Pour avoir une solution 0,5 N, il faut donc le diluer
22,378 fois, c'est-a-dire en étendre :
1000 3 .

133C x

= 11,189 N

2—27376 = 44,69 cm a un litre.
Matériel : - une éprouvette de 50 ml ~ une fiole jaugée de 1 litre - un

entonnoir -~ une pissette pour eau déminéralisée ou distillée.

Produits chimiques ¢

acide nitrique R.P, d = 1,33 -~ eau déminéralisée ou distil-
lée,

Mode opératoire :

-~ dans la fiole de 1 litre verser un fond d'eau, puis 45 ml
d'acide nitrique R.,P., mesurés a l'éprouvette, rincer
1'éprouvette, agiter la fiole, Le mélange s'échauffe

~ ajouter de l'eau sans arriver au trait de jauge

~ laisser refroidir

- ajuster a un litre avec de l'eau.

Utilisation : sert a entrainer les sels solubles dans 1l'acide nitrique
(et parmi eux les phosphates) lorsqu'on se débarrasse de
la silice par filtration avant le dosage du phosphore.

ACIDE NITRIQUE 0,01 N (environ),

On dispose d'acide nitrique 0,5 N (environ). Se reporter
a la confection d'acide chlorhydrique 0,01 N & partir
d'acide chlorhydrique 0,5 N,

Utilisation.: sert a rincer le filtre contenant la silice pour entrainer
les sels solubles dans l'acide nitrique que ce filtre
pourrait retenir, Parmi ces sels sont les phosphate con-~
tenant le phosphore a doser.

RINCAGE NITRIQUE.

Matériel : une éprouvette de 100 ml -~ une éprouvette de 1 litre en
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pyrex - un agitateur de verre - un flacon de 1 litre - un
entonnoir,

Produits chimiques :

~ acide nitrique pur - eau déminéralisée ou distillée.

Mode opératoire :

-~ verser un peu d'eau pure au fond de la grande éprouvette
- verser ensuite avec précaution 100 ml (petite éprouvette)

de N03H pur

- remuer avec l'agitateur de verre, (le mélange s'échauffe)

- ajouter de 1l'eau dans la grande éprouvette, laisser refroidir
- ajuster a 900 ml

- transvaser dans un flacon d'un litre,

Utilisation : sert a rincer lterlen ayant contenu la solution de phos-

phates en milieu nitrique lorsqu'on la transvase dans un
becher.

REACTIF NITROMOLYBDIQUE.

Matériel : -- une balance - un becher de 400 ml -~ deux éprouvettes de

1 litre - une pissette en plastique pour eau distillée
ou déminéralisée - un agitateur en verre - un ballon de
2 litres - un entonnoir - un bain-marie tiede.

Produits chimiques :

molybdate d'ammonium R,P. (Prolabo) - eau distillée ou
déminéralisée - acide nitrique R.P. (Prolabo).

Mode opératoire :

- peser dans le becher 150 g de molybdate d'ammonium

- ajouter de l'eau et faire dissoudre au bain-marie tiede

- transvaser dans une éprouvette de 1 litre en ringant les
parois du becher a 1l'eau (pissette)

-~ laisser refroidir

- ajuster a 1 litre.

- dans la deuxieme éprouvette mesurer un litre d'acide ni-
trique R.P.

successivement la solution aqueuse de molybdate d'ammo-
nium, puis l'acide nitrique avec précaution. Le mélange
commence par se troubler d'un nuage blanc qui se dissipe
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avec le temps., Laisser reposer, & jours avant l'emploi, dans
un endroit tiéde (température du laboratoire 27°C). Au cas
ou il se formerait un dépdt, on recueille le liquide clair
qui seul est utiliseé,

Utilisation : sert a précipiter le phosphore en milieu nitrique sous
forme de phosphomolybdate d'ammonium insoluble.

RINCAGE NITROMOLYBDIQUE.

C'est la dilution au 1/20éme, avec de l'eau du réactif
nitromolybdique,

Matériel : - une éprouvette de 50 ml - une éprouvette de 1 litre ~ un

flacon de 1 litre - une pissette pour eau déminéralisée
ou distillée.

Produits chimiques :

- réactif nitromolybdique - eau déminéralisée ou distillée.

Mode opératoire :

- mesurer 50 ml de réactif nitromolybdique dans la petite
éprouvette

- les verser dans la grande éprouvette

- rincer la petite éprouvette

- ajouter de l'eau distillée ou déminéralisée dans la grande
éprouvette jusqu'a un litre

- transvaser dans le flacon.

Utilisation : cette solution sert a4 entrainer au besoin le précipité

de phosphomolybdate d'ammonium dans le filtre destiné
a le recueillir.

14.5, DOSAGE DU CHLORURE DE SODIUM.
(dans une farine de poissons ou dans un homogenat
d'aliment sec: poissons séchés, poissons salés et
séchés, crevettes séchées).

Principe. Le chlorure de sodium a mesurer est mis en présence d'une
quantité comnae de-nitatte !d!nggeht.Il se forme du chlorure
d'argent qui précipite en une poudre blanche, en quantité
correspondant . au chlorure de sodium initial :

1 —3 AgCl
NaCl + NO,AE NO,Na  AGCl —

On ajuste a un volume connu, on filtre et sur une partie
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aliquote du filtrat, on dose l‘'excés de NO_Ag par une so-

3
lution de sulfocyanure titrée, en présence d'alun ferrique
en solution nitrique comme indicateur coloreé.

S=C=N-K+NoAg — N03K+s=c=N-Ag_\a

On évalue le chlorure de sodium initial par différence.

Matériel : - une boite de pétri de 9,5 cm de diamétre - une balance de
précision ~ une spatule - une fiole jaugée de 50 ml - un
agitateur de verre - un bain-marie tiéde - un bain-marie
froid - un filtre en verre fritté porosité 3, diamétre
70 mm, hauteur 50 mm - une pompe a vide - une fiole a vide -
une fiole jaugée de 100 ml - une pipette de 5 ml graduée .

- une pipette de 10 ml graduée - une propiette - deux pi-
pettes de précision de 10 ml - un compte-minute - papier
filtre ordinaire - un entonnoir (9 cm de diamétre) - un
erlenmeyer de 200 ml - une fiole jaugée de 50 ml - une
fiole jaugée de 25 ml - une pissette en plastique pour
eau distillée ou déminéralisée - une burette (pour le
SCNK) - un agitateur magnétique= 2 bechers (50 et 250 ml).

Produits chimiques :

solution saturée d'alun de fer et d'ammonium -
- acide nitrique pur - nitrate d'argent N/10 .
- sulfocyanure de potassium N/10.

Mode opératoire :

- dans le petit becher peser au 5/100 de mg une quantite
d'homogénat ou de farine pouvant aller de 1 a 10 g (en
fonction de la teneur en sel de la substance)

- mesurer 50 ml d'eau distillée ou déminéralisée a l1l'aide
d'une fiole jaugée

- transvaser le contenu du petit becher dans un becher de
250 ml en rin¢ant le petit becher avec le 50 ml d'eau

- mettre le mélange au bain-marie tiéde (40°C) pendant deux
minutes en le remuant avec l'agitateur de verre. Le sel de
la farine se répartit dans l'eau

- faire refroidir a la tewpérature ordinaire en accélérant
avec un bain-marie froid

- filtrer sur le filtre en verre fritté bien sec au-dessus
d'une fiole a vide bien séche

- prendre en 3 fois avec une pipette de 10 ml a 2 traits
30 ml de filtrat et verser dans une fiole jaugée de 100 ml

- ajouter dans la fiole :

« 2,5 ml de solution d'alun avec la pipette de 5 ml
« 5 ml de N03H pur avec la pipette de 10 ml et la

propipette
. 30 ml de N03Ag N/10 avec une pipette de précision
de 10 ml
- il se forime un précipité de chlorure d!argent
- compléter le volume a 100 ml (trait de jauge) avec de l'eau
distillée ou déminéralisée
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- attendre 5 minutes

- filtrer au-dessus de l'erlen de 200 ml avec l'entonnoir
et le papier filtre

-~ verser respectivement 50 ml et 25 ml de filtrat dans deux
bechers a l'aide de deux fioles jaugées

- rincer dans les deux bechers les fioles jaugées a l'aide
de l'eau distillée ou déminéralisée (pissette)

- doser sur ces fractions la quantité de nitrate d'argent
avec du sulfocyanure de potassium titré

- il se forme un précipité blanc de dulfocyanure d'argent
le liquide de jaune paille devient rouge (coloration de
1'alun) & la premiére goutte d'excés de sulfocyanure soit

n' le nombre de ml nécessaires a la réaction sur 50 ml et

n" oy L N )
—— le némbré de mf nécessaires sur 25 ml

2 On prend la moyenne :

n' + n"
n= -2—*08_
2

Calculs, On a les réactions suivantes :
N03Ag + ClNa —» ClAg + N03Na

1 molécule gramme de C1lNa pése 58,5 g

1 litre de NOsAg normal doserait : 58,5 g de ClNa

1 ml de NOSAg N/10 dose ¢t 5,85 mg de CINa

Soit X grammes le poids de farine ou d'homogenat pesés au départ

- le sel contenu dans cette quantité se répartit dans les 50 ml
d'eau ajoutée, Sur ces 50 ml, on prend 30 ml que l'on fait
réagir avec N03Ag, ce qui correspond a un poids de matiére
premiére correspondant aux i%%-ﬁdé X

- on fait réagir 30 ml de NO_Ag N/10 sur cette quantité de
matiére 3
- aprés avoir ajusté a 100 ml, on fait le dosage de l'emcés
de nitrate d'argent d'une part sur S0 ml qui correspondent

3 ) . .
48— de X ou 0,3 X et qui conticnnent 15 ml de Noshg N/10

et d'autre part sur 25 ml qui contiennent 7,5 ml de NOSAg

Soit n le nombre de ml de sulfocyanure de K N/10 nécessaires

a la réaction :

la quantité de NO_Ag N/10 ayant servi a la réaction du

3
CIlNa contenu dans -%F— X grammes est (15 ml ~ n ml)

Comme 1 ml permet de doser 5,85 mg de ClNa la quantité de
sel correspondante est (en supposant le nitrate d'argent et
le sulfocyanure rigoureusement N/10)

5,85 mg x (15 - n)

Cette quantité de sel, exprimée en mg est contenue dans

_%6 % grammes de substaices.
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En s'exprimant en grammes de sel pour 100 grammes de pro =
duits étudié, on obtient :

Nombre de grammes de CINa pour 100g de substance =

5,85 x (15 - n) x 100
0,3 X x 1000

{15 - n) x 0,585
0,3 X

=

Exemple : Dosage du sel contenu dans une farine de tétes de crevettes

Poids de 1l'échantillon de farine :

boite de pétri + farine = 53,54260 g

boite de pétri vide = 48,54035 g

poids de la farine = 5,00225 g
titre du nitrate d'argent : 0,1 N x 1,010
titre du sulfocyanure de potassium : 0,1 N x 1,098

nombre de millilitres de sulfocyanure : 9,30 ml
pourcentage de sel dans la farine étudiée :
€015 x 1,01) - (9,30 x 1,008)30,585 _ | gz o
0,3 X 5,00225 =T °

SOLUTION SATUREE D'ALUN DE FER ET D'AMEONIUHM.

Matériel : -~ une boite de pétri - une spatule - une balance - une fiole
jaugée de 250 ml avec bouchon - un entonnoir - une pissette
en plastique pour eau - un filtre en verre fritté (porosité
4) - une pompe & vide ou une trompe & vide ~ une fiole a
vide,

Produits chimiques :

- alun de fer et d'ammonium (Prolabo, R.P. pour analyses) -
-~ eau distillée ou déminéralisée,

Mode opératoire :

- peser 100 g d'alun dans la boite de pétri

- verser dans l'entonnoir placé au-dessus de la fiole jaugée

- entrafner au jet d'eau (pissette)

- rincer a 1l'eau la boite de pétri et l'entonnoir

- agiter, laisser reposer jusqu'a ce que la température soit
équilibrée (le mélange se fait avec refroidissement)

~ ajuster a 250 ml

On vérifie que la solution est bien saturée par l'exis-
tence d'un dépdt de cristaux d'alun au fond du réci -
pient,

- filtrer sur verre fritté (porésité 4) en faisant le vide.
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Utilisation : sert d'indicateur coloré pour doser l'excés de N03Ag

par le SCNK aprés la formation de ClAg dans le dosage de
ClNa, La coloration jaune pédle devient rouge brique per-
sistante dés la fin de la reaction,

NITRATE D'ARGENT N/10,

Poids moléculaire du nitrate d'argent:
N03Ag =14 + 48 + 108 = 170 g

Un litre de nitrate d'argent N/10 contient 17g de nitrate
d'argent.

Dans la pratique, on en pése 17,302 en tenant compte
de 1l'eau d'interposition toujours présente dans les
conditions ordinaires,

Matériel : - une balance -~ une boite de pétri - une spatule - un enton-
noir- une fiole jaugée de 1 litre - une pissette a eau
distillée ou déminéralisée - une pipette de 1 ml - une
éprouvette de 500 ml.

Produits chimiques :

- N03Ag R.P, pour analyses (Prolabo) - ackde nitrique R.P..

Mode opératoire :

- on pése dans la boite de pétri 17,3y de nitrate d'argent

- on verse dans la fiole jaugée au-dessus d'un entonnoir en
entrainant les cristaux avec le jet d'eau (pissette)

- on ajoute 500 ml d'eau distillée ou déminéralisée (éprou-
vette)

- on agite jusqu'a wompléte dissolution

- on ajoute 1 ml d'acide nitrique pour éviter que se fasse
ultérieurement un dépdt d'argent ou d'oxyde d'argent
(cette addition ne sera pas une géne pour le dosage du
ClNa, dha précipitation du chlorure d'argent s'effectuans:
en milieu nitrique)

- on ajoute de 1l'eau distillée ou déminéralisée jusqu'au
trait de jauge.

Cette solution est voisine de N/10. On en précisera
le titre au moyen d'une solution de C1H N/10 rigou-
reusement titrée,

Utilisation : lorsque son titre est précisé rigoureusement, cette solu-
tion sert pour doser le C1Na,
En présence de ClNa, le nitrate d'argent en excés et en
quantité connue donne du chlorure d'argent qui précipite.
On dose l'excés de mitrate d'argent par le sulfocyanure
de potassium titré,
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TITRAGE VOLUMETRIQUE DU NITRATE D'ARGENT N/10.
(au moyen de HC1l N/10 rigourcusement titre).

Le mitrate d'argent, en présence des ions Cl-donne du
chlorure d'argent qui précipite @

NOsAg + ClH —= N()sﬂ—a + ClAg —\

Princige

En présence de C030a et de chromate de potassium le préci-

pité prend une coloration rose persistante dés la premiére
goutte d'excés de N03Ag, ce qui indique la fin de la réaction.
Matériel : - une balance - une pipette de 10 ml a 2 traits ~ un becher

de 50 ml - un agitateur magnétique - une burette pour
N03Ag a titrer,

Produits chimiques :

- NO3Ag voisin de N/10 a titrer -
C1lH N/10 rigoureusement titré (mormadose, Prolabo)-

: C03Ca pur (R.P. Prolabo)-

- chromate de potassium au 1/10.

Mode opératoire :

- mettre dans la burette de nitrate d'argent a titrer, voi-
sin de N/10

- dans le becher de 50 ml verser 10 ml (pipette) de HC1
rigoureusement N/10

- ajouter 0,10g de CO.Ca (une pincée)~ agiter

3

~ ajouter trois gouttes de chromate de K au 110 (la colo-
ration est jaune clair)

- ajouter goutte a goutte le nitrate d'argent a titrer. Il
se forme une précipité blanc de chlorure d'argent qui

devient rose a la premiére goutte d'excés de NosAg.

Exemple :-pour 10 ml de HC1l rigoureusement N/10, il a fallu 9,9 ml
de NosAg N/10 dont le titre est a préciser
-le titre du NOSAg est légérement supérieur a N/1C puisqu'il
a fallu moins de 10 ml de solution
-Titre exact de la solution de NosAg:

N 10 N

10 9,9 - 10

x 1,010

SOLUTION DE CHROMATE Dr POTASSIUM AU 1/10.

Matériel : - une boite de pétri - une spatule - une balance - une fiole
Jaugée de 100 ml avec bouchon - un entonnoir - une pissette
pour cau déminéralisée ou distillée,



Produits chimiques ¢

chromate de potassium R.P. pour analyses.-
- eau distillée ou déminéralisée,

Mode opératoire @

- 10 grammes de chromate de K étendus d'eau jusqu'a 100 ml.

Utilisation : sert d'indicateur coloré pour le titrage précis d'une
solution de N03Ag N/10 par référence a une solution de

HC1 de titre connu (par exemple HC1l N/10 titré exactement).

De coloration jaune en présence de HCl au début de
la réaction, donne une coloration rose persistante
du précipité a la premiére goutte d'excés de NosAg.

SOLUTION DE SULFOCYANURE DE POTASSIUM N/10.
(ou thyocyanate)

Poids moléculaire de SCNK:
32 + 12 + 14 + 39 = 97 g

Une solution N/10 doit contenir 9,7g de sulfocyanure de
potassium par litre. Ce produit étant imprégné d'eau
dans les conditions ordinaires, il conviendra d'en peser
1lg, tel qu'il se présente, pour avoir environ 9,7 g de
SCHNK pur.

Matériel : - une balance - une boite de pétri - une spatule - une pi-
pette de 10 ml - une pissette a eau déminéralisée ou
distillée ~ une éprouvette de 500 ml -~ un entonnoir - une
fiole jaugée de 1 litre.

Produits chimiques :

alcool isoamylique (Prolabo) -
sulfocyanure de potassium R.P, (Prolabo) -
eau distillée ou déminéralisée,

Mode opératoire :

- peser dans la boite de pétri 11g de sulfocyanure de po-
tassium

~ le verser dans la fiole jaugée de 1 litre au-dessus de
1l'entonnoir

- bien rincer la boite de pétri et l'entonnoir avec de
l'ecau distillée ou déminéralisée (pissette) pour en-
trainer tout le sulfocyanure dans la fiole

- ajouter 500 ml d'eau déminéralisée ou distillée

- agiter jusqu'a compléte dissolution

~ ajouter 10 ml d'alcool isoamylique (pour la conservation
du produit).



- compléter jusqu'a 1000 ml (trait de jauge) avec de 1l'eau
distillée ou déminéralisée.

La concentration de cette solution est voisine de
N/10. Il conviendra d'en préciser exactement le ti-
tre.

Utilisation : cette solution, une fois que son titre est précisé ri-
gourcusement sert a doser l'excés de nitrate d'argent
dans le dosage du ClNa,

TITRAGE VOLUMETRIQUE D'UNE SOLUTION SULFOCYANURE DE POTAS-
SIUM. :

(au moyen d'une solution nitrate d'argent rigoureusement
titrée).

Principe. En présence de sulfocyanure de potassium et en milieu ni-

trique, le nitrate d'argent donne du sulfocyanure d'argent
qui précipite :

S =C =N1(+N03Ag——b S =¢C =NA'g+N03K

On répére la fin de la réaction gréce a une solution d'alun
de fer et d'ammonium : la couleur du liquide de jaune paille
devient rougeitre et persistante dés la premiére goutte
d'excés de sulfocyanure,
Matériel : - une burette pour sulfocyanure de K a titrer - un becher
de 150 ml - un agitateur magnétique - une pipette jaugée
de 10 ml - une pipette de 5 ml -~ une pipette de 10 ml -
une éprouvette de 100 ml. -

Produits chimiques @

~ NO_Ag N/10 rigoureusement titré- sulfocyanure de potassium
a “titrer, voisin de N/10 - solution saturée d'alun de fer

et de potassium - N03H - eau distillée ou déminéralisée.

Mode opératoire :

- mettre la solution de sulfocyanure a titrer dans la bu-
rette

- dans le becher placer successivement

e« 10 ml de 1a solution de NOsAg N/10 rigoureusement
titre

.. 5 ml d'alun de fer et d'ammonium en solution saturée

e N03H goutte a4 goutte jusqu'a disparition de la teinte

rouille de l'alun ferrique
s 100 ml d'eau distillée ou déminéralisée
- verser goutte a goutte la sulfocyanure jusqu'a ce qu'ap-
paraisse la teinte rougefitre persistante.
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Exemple : La réaction est obtenue avec 9,2 ml de solution de SCNK g-le
titre du nitrate d'argent utilisé est :

N

Jo_ X 1,01
. R , < N
le tit de la soluti d ts i A, e——
e titre de solution de SCNK es uperieur 5

N N
10 x 10 x 1,01 = 9,2 x 10 x X

10,10 = 9’2 x

x 21010 _y oo
9,2

titre du sulfocyanure:N/10 x 1,098

1,5. DOSAGE DE CHITINE.:
(sur une farine de crevettes ou un homogenat de crevettes
séchées.),

Principe. La formule chimique de la chitine est trés voisine de celle
de la cellulose.

Chitine

1
1
: NH CO CH
' H 3
— o [ l
' .t C —— ¢ H
1 / ' ' \ '
' c_ oH H C '
' ' O B o~" '
H 1 '
CH20H 1
(4]
1
1
]

Le groupement NH CO CH_, remplace dans la chitine un groupe-
ment OH de la cellulosé.

Les: peoprigtés-chimiques:de: la chitine rappellent celles
de la cellulose : elle est insoluble dans l'acide chlorhydri-
que dilué et dans la soude diluée, elle est insoluble dans
l'eau, 1'alcool et les solvants des graisses,
Ces propriétés nous ont conduit a faire une estimation de
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la tenecur en chitine calquée sur celle de la cellulose.

La substance réduite en poudre est soumise successivement
a une hydrolyse acide puis une hydrolyse basique destinées a
solubiliser les protéines et certaihs minéraux. On rince a 1l'eau
on dégraisse a 1l'aide d'un solvant des lipides, on filtre au
dessus d'un fliltre sans cendres taré., Le poids de la substance
recueillie correspond a celui de la chitine plus quelques miné-
raux qui n'ont pas été entrainés par les opérations antérieures,
Ltincinération de l'ensemble permet d!'évaluer la quantité de
minéraux restant: et dten déduire par différence la quantité de
chitine.

Matériel : - une balance de précision - uh verre de montre - une spatule.

- une éprouvette de 50 ml - un matras de Kjeldahl - deux
petits billes de verre <4 un erlen de 200 ml - un minuteur -

- une centrifugeuse avec des tubes de 50 a 100 ml - un compte
gouttes- une rampe a gaz - un filtre sans cendres préalable-
ment numéroté séché et taré (diamétre 9 cm, Durieux 111) -
un petit entonnoir - une pin¢e a bout courbe - une étuve a
105°C - un dessicateur « un creuset en silice (diamétre
35 mm) - un triangle en terre de pipe (diimepsions intérieures
60 mm) ~ un four a moufle - un intérupteur a minuterie (cou-
patan) - une trompe i vide ou pompe & vide avec moyen de
reglage.

Produits chimiques @

SO4H2 1,25 % - eau distillée ou déminéralisée - bleu de bro-

mothymol a 0,02 % dans 1l'alcool - NaOH 2,50 % - papier pH
de 1 a 10 - solvant méthylal/méthanol,

Mode opératoire :

- on pése au 5/100e de mg prés une quantité de .substance veisine
de 1 g dans le verre de montre.

Hydrolyse acide :

- on verse intégralement la substance dans un matras de
Kjeldahl, en rincant le verre de montre avec 50 ml
(éprouvette) de 80 H a 1,25 % déja chauffé dans un
erlen 2

- on ajoute 2 billes de verre

- on porte a 1'ébullition douce que l'on maintient pen-
dant 30 minutes en agitant fréquemment et en surveil-
lant, Il s'agit d'éviter qu'il n'y ait trop de mousse
qui fasse déborder la substance

~ puis on laisse sédimenter le contenu du matras: le mé-
lange acide se sépare en un dépét qui contient la chi-
tine et un surnageant a éliminer,

Neutrallsat1on et rincage :

~ sur un tube de centrifugeuse, on répére le niveau de
50 ml et on le marque au besoin avec un crayon feutre
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~ on transvase le surnageant dans ce tube et on ajuate au
niveau de 50 ml avec de l'eau distillée ou déminéralisée.

- on centrifuge pendant 4 minutes environ pour conserver
au fond du tube les particules solides qui y ont éte
entrainées, parmi lesquelles se trouve la chitine. On
jette le surnageant.

Neutralisation dans le matras :

- on ajoute 50 ml d'eau distillée ou démineralisée au
dépdt restant dans le matras et 10 gouttes de solution
de bleu de bromothymol: le liquide devient jaune (mi-
lieu acide)

- ajouter a la pipette quelques gouttes de NaOH 2,50 %
jusqu'a ce que la coloration devienne verte (neutrali-
sation du reste de SO4H2)-

Neutralisation dans_le_tube :

- dans le tube de la centrifugeuse, ajouter quelques ml
d'eau au culot de centrifugation, agiter, mettre trois
gouttes de bleu de bromothymol la coloration devient
jaune (résidu de SO H_) ajouter goutte a goutte de la
soude jusqu'a ce que le liquide devienne vert (neutra-
lisation de SO,H, par NaOH).

- P® cette facon on a dans le tube et dans le matras un
milieu neutre contenant en suspension la chitine et
d'autres particules (qui seront éliminées dans les
opérations d'hydrolyse basique et suivantes).

Ringage
- on tramsvase intégralement, en une ou plusieurs fois
le contenu du matras dans le tube de centrifugeuse en
prenant soin de ne pas dépasser le niveau 50 ml (ou
bien d'ajuster au niveau 50 ml)
- on centrifuge et on se débarrasse du surnageant (en une
ou plusieurs fois)
~ a la derniére opération, on vérifie avec le papier pH
que le milieu est bien neutre s'il n'est pas neutre,
on ajoute encore de l'eau distillée ou déminéralisée
dans le tube de centrifugeuse et on rince encore
- a la fin,on a le culot de centrifugation qui contient
entre autres choses la chitine.
Hydrolyse basique :

-~ on transvase ce culot intégralement dans le matras li-
béré antérieurement, avec 25 ml d'eau distillée ou dé-
minéralisée

- puis on ajoute 25 ml de NaOH 2,50 %

~ on porte a ébullition douce que l'on maintient pendant
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30 minutes en surveillant attentivement

- on laisse reposer ensuite le matras ; le mélange basigque
se mépare en un dépdt qui contient la chitine, et un
surnageant a éliminer.

Neutralisation et ringage :

- on procéde comme antérieurement pour éliminer la plus
grande partie du liquide (basique cette fois) et neutra-
liser (avec du SO H_ 1,25 %, le célorant bleu de bromo-
thymol passant du4 2 blen au vert), Les opérations sont
analogues a celles qui suivent l'hydrolyse acide anté-
rieure, (Voir élimination de la plus grande partie du
liquide d'hydrolyse par centrifugation, neutralisation
dans le matras et dans le tube, rincage).

- a la fin, on a dans lé tube de centrifugeuse un culot
contenant la chitine; quelques savons diis a 1l'action de
la soude sur les lipides et quelques sels minéraux, dans
un milieu neutre, avec 2 billes de verre.

Filtration et dégraissage :
- on renverse le tout au~dessus du filtre sans cendres
taré, plié, sur un entonnoir au~dessus d'un erlen a vide
- on rince d'abord a l'eau, puis avec le solvant en s'ai-
dant d'un léger vide (si l'aspiration est trop forte, le
filtre se créve)
- quand l'opération est terminée, on a dans le filtre la
chitine et quelques résidus minéraux.
Séchage :

- on fait sécher le filtre 6 heures a 105°C

- puis on le met 3 heures au moins dans un dessicateur
- on le pése

- on évalue ainsi la quantité '"chitihe + minéraux'.

Estimation des minéraux :

- on pése un creuset en silice sec

~ on place & l'intérieur le filtre et son contenu

- on incinére a l'air libre en le placant sur le triangle
en terre de pipe

- puis on incinére 3 heures a 550°C (four a moufle, Cou-
patan)

- lorsque le four est refroidi, on retire le creuset et
on le place 1 heure a 105°C (étuve)

- puis 3 heures dans le dessicateur

-~ on le pése.

On évalue ainsi la quantité de minéraux mélangé a
la chitine, puis la quantité de chitine seule,

Calculs : On a les poids suivants :

- verre de montre vide
-~ verre de montre + farine
- filtre sec vide
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~ filtre sec + chitine + minéraux
- creuset en silice sec vide
- creuset en silice sec + minéraux.

On en déduit :

- le poids de la farine

-~ le poids de "chitine + minéraux" correspondant
- le poids de minéraux correspondant

- le poids de chitine correspondant

- le pourcentage de chitine.

Exemple, Dosage de chitine dans une farine de tétes de crevettes:

- verre de montre avec farine : 11,13565 g
- verre de montre vide : 10,13000 g
-~ poids de farine : 1,00565 g
- papier filtre + chitine + minéraux = 0,53500 g
- papier filtre seul = 0,42535 g
- poids de chitine + minéraux = 0,10965 g
- creuset 4 résidu minéral = 12,88585 g
- creuset vide = 12,86990 g
- poids des minéraux = 0,01595 g
- poids de chitine seule = 0,09370 g

- pourcentage de chitine
0,09370 x 100 _ _ o
1,00565 = 9432 %

SOLUTION DE SO H 1,25 % (environ).

2

- On dispose de SO4H2 R.P. (Prolabo) a 95%, de densité

d = 1183
- On veut avoir 12,5 grammes de SO H_ pur par litre
-Ces 12,5 grammes sont contenus d4n8 un poids de SO4H2 égal a
12,5 : 0,95 = 13,158 g
- Soit dans un volume de 13,158 : 1,83 = 7,2 ml de SO4H2 R.P..

Matériel : - une pipette graduée de 10 ml - une propipette - une fiole
jaugée de 1 litre,.

Produits chimiques :

- SO4H2 R.P. (Prolabo) - ecau distillée ou déminéralisée.

Mode opératoire :

- mettre un peu dteau distillée ou déminéralisée au fond de
ka fiole jaugée

- ¥ Verser ensuite avec la pipette et propipette 7,2 ml de
SO4H2 R.P., agiter, le mélange s'échauffe

- laisser refroidir
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- ajuster a 1 litre avec de l'eau distillée ou déminéralisée-

Utilisation : cette solution est utilisée pour l'hydrolyse acide précé-
dant la séparation de la chitine.

SOLUTION DE NaOH 2,50 % (environ),

Matériel : - une fiole jaugée de 1 litre - une boite de pétri - une
spatule - une balance - un becher de 150 ml - une pissette
a eau déminéralisée ou distillée - un entonnoir - un petit
agitateur en verre. :

Produits chimiques :

soude caustique en pastilles R,P. (Prolabo) -
~ eau déminéralisée ou distillée.

Mode opératoire :

-~ peser le plus rapidement possible 25 grammes de soude en
pastilles dans la boite de pétri

~ verser les pastilles dans le becher et rincer la boite de
pétri au-dessus du becher avec la pissette a eau

- ajouter encore de lt'eau dans le becher

- agiter le mélange avec l'agitateur: le mélange s'échauffe

- verser dans la fiole jaugée de 1 litre surmontée d'un en-
tonnoir, tout le contenu de becher

- rincer a l'eau le becher et l'entonnoir

- ajouter de l'cau jusqu'a la moitié du flacon

- laisser refroidir

- ajuster au trait de jauge avec de l'eau.

Utilisation : cette solution est utilisée pour 1l'hydrolyse basique pré-
cédant la séparation de la chitine,

SOLUTION DE BLEU DE BROMOTHYMOL. :
(a 0,02 % (environ) dans 1l'alcool).

Matériel : - un verre de montre - une spatule - une balance de préci-
sion - une éprouvette de 100 ml - un flacon de 100 ml -~ un
petit entonnoir,

Produits chimiques :

bleu de bromothymol (poudre jaune) -
alcool a 95°
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Mode opératoire :

- peser dans le verre de montre environ 0,02¢ de bleu de bro-
mothymol

-~ préparer dans l'éprouvette 10CG ml d'alcdol

- verser dans le flacon surmonté d'un entonnoir le bleu de
bromothymol en ringcant le verre de montre et l'entonnoir
avec les 100 ml d'alcool.

Utilisation : cette solution est utilisée comme indicateur coloré pour
suivre les neutralisations aprés les hydrolyses acide et
basique au cours d'évaluation de la chitine.

Ce colorant est jaune au piH = 6, bleu au pi = 7,6 et vert

au pd = 7.

MELANGE METHYLAL-METHANOL (4V - 1V).

Matériel : ~ une éproubette de 1 litre ~ une éprouvette de 250 ml - un
flacon propre et bien bouché (bouchon recouvert d'une
feuille d'aluminium) de 1600 ml - un entonnoir,

Produits chimiques :

- méthylal pur (Prolabo) purifié par distillation au labora-
toire

- alcool méthylique R.P. pour analyses (Prolabo) (wméthanol).

Mode opératoire :

- mettre dans la grande éprouvette un litre de méthylal
(déja purifié par distillation au laboratoire)

- mettre dans la petite éprouvette 250 ml d'alcool méthyli-
que

- verser le tout dans le flacon propre, a l'aide de l'en-
tonnoir

- bien boucher,

Utilisation :-sert a délipider les résidus d'hydrolyse pour 1l'évalua-
tion de la chitine,
~--Sert également pour l'extraction des lipides selon la

technique de Delsal, voir deuxiéme partie d'étude des
lipides,
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II. ETUDES DES LIPIDES.

2.1. EXTRACTION A FROID DES LIPIDES TOTAUX.

Principe., L'échantillon est broyé a froid en fines particules dans un
mélange de solvants., On filtre le tout sur verre fritté pour
éliminer les particules. On évapore sous vide le solwant du
filtrat, ainsi que l'eau qui a été entrainée au cours de
l'extraction et on reprend les lipides en solution dans le
chloroforme,

Matériel : -~

une balance de précision -~ un broyeur ménager (type Tornado,
trois couteaux inférieurs au bout d'une tige de 13 cm, sur-~
montée d'un moteur) -~ unh r361p1ent métallique, forme haute
(nous avons utilisé un récipient a lait en poudre Guigoz :
hauteur 15 cm, diamétie 8;3 cm) ~ trois ballons de verre de
500 ml munis de plssettes pour les solvants - un filtre en
verre fritté : diamétre 7 ¢m, porosité 3 (Prolabo) - une
fiole & vide - une trompe & vide ou une pompe a vide - un
entonnoir - un ballon de 250 ml avec son bouchon de verre-
utie fiole jaugée de 50 ml - un filtre amiante sable (voir
preparatlon d'un filtfe amiante sable), avec son support- une
eprodvette de 100 ml .~ une feuille d'alumihium ~ un scalpel »
uh mortler avec pilon -~ une spatule - une bouilloire élec-
tr1que de 1 litre avet thermostat ~ un support a plateau a
hauteur variable,

Produits chimiques : dans des pissettes en verre @

solution de méthylal-methanol (voir mélange méthylal-métha-
nol)

alcool éthylique absolu R.P. pour analyses (Prolabo)
chloroforme R.P, pour analyses (Prolabo).

Mode opératoire :

préparer 200 ml de méthylal-méthanol

peser exactement 10 g de matiére fraiche sur une feuille
d'aluminium préalablement rincée au méthylal-méthanol, sécheg
a l'air libre et tarée

placer tout 1'échantillon dans le récipient de métal en
ringant la feuille d'aluminium avec une partie du mélange
méthylal-méthanol déja préparée

ajouter le reste de méthylal-méthanol

broyer pendant 3 minutes en tout avec le broyeur ménager, en
s'y prenant 4 plusieurs reprises (éviter les projections)
laisser ensuite reposer 15 minutes

placer le filtre en verre fritté sur la fiole a vide ; fil-
trer le contenu du récipient en métal en faisant le vide
rincer le récipient en métal avec du solvant et ajouter sur
le filtre le liquide de ringage

rincer le dépdt qui recouvre le verre fritté

peser un ballon de 250 ml propre et sec

transevaser le contenu de la fiole a vide dans ce ballon
évaporer le solvant sous vide avec l'évaporateur rotatif
(voir évaporation avec évaporateur rotatif)
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il reste un résidu aqueux et les lipides

pntrainer l'eau en ajoutant de 1l'alcool absolu

(cette opération est parfois délicate lorsque le contenu du

ballon a tendence a mousser. Il faut alors surveiller atten-

tivement pour que des lipides ne soit entrainés au déla du

goulot du ballon)

- a la fin, il reste au fond du ballon les lipides de 1l'échan-
tillon légérement dilués par un peu de solvant., l'ensemble
a un aspect huileux

- on laisse refroidir le ballon et son contenu et on pése
pour avoir l'estimation de l'ordre de grandeur maximum de
la quantité de lipides (voir calculs)

~ on ajoute dans le ballon environ 20 ml de chloroforme et on
agite en tournant, afin de diluer les lipides

- on filtre sur filtre amiante sable a chloroforme (voir fil-
tre amiante sable), au~dessus d'une fiole jaugée de 50 ml.
On prend bien soin de rincer la ballon au chloroforme au-des=
sus du filtre et de rincer le filtre lui-méme

- on ajuste le contenu de la fiole jauugée a 50 ml et on bouche

- on dispose alors des lipides totaux de l'échantillon initial
en solution dans le chloroforme. On en calcule la concentra-
tion maximale en lipides. Cette solution servira de matiére
premiére aux opérations suivantes : (voir 2.2 et 2.7).

~ on place l'extrait au refrigérateur a 5°C,

]

Calculs. - Il ne s'agit pas ici de dosage, mais d'estimation d'un or-
dre de grandeur supérieur, En effet, le poids des matiéres
contenu dans le ballon de 250 ml est le poids des lipides
majoré par le poids (inconnu) des traces de solvants qui y
restent intimement mélangés. Cette donnée ne peut pas servir
pour un vrai dosage, mais elle permet d'estimer 1l'ordre de
grandeur de la concentration de la solution lipidique finale,
la concentration vraie qui est inconnue lui étant toujours
inférieure, Cet ordre de grandeur est utile pour les opéra-
tions suivantes (voir 2.2. et 2,7.)-

~ on dispose des données suivantes :

- le poids de la feuille d'aluminium seule

-~ le poids de la feuille d'aluminium et 1'échantilion
qu'elle contient

- le poids du ballon de 250 ml vide

- le poids du méme ballon contenant les lipides totaux
(plus un résidu de solvant).

-~ on en déduit :

- le poids de 1l'échantillon

- 1'évaluation (majorée) de la quantité de lipides dispo-
nibles

- 1l'estimation majorée du pourcentage de lipides

- 1'estimation majorée de la concentration en lipides de
la solution chloroformique.

Exemple : exemple numérique concernant du muscle de poisson frais broyé
au mortier

~ feuille d'aluminium : 0,21070 g
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- feuille d'aluminium tontenant 1l‘échantillon : 10,82715 g
- ballon vide : 90,04925 g
- ballon avec lipides et résidu de solvant : 90436275 g
- poids de l'échantillon :
10,82715 - 0,21070 = 10,61645 g
- poids des lipides et du résidu de solvant :
90,36275 g - 90,04925 g = 0,36275 g ou 362,75 mg
- ordre de grandeur de la concentration en lipides de
ltextrait chloroformique de 50 ml :
362,75 mg
50

Ce qui signifie que la concentration en lipides est
inférieure a 7,25 mg/ml,

= 7,25 mg par ml

SOLUTION METHYLAL-METHANOL. :
(q& reporter au dosage de la chitine lére partie p. 52).

DISTILLATION DES SOLVANTS.
(méthylal - ether de pétrole -~ pentane),

Cette distillation est nécessaire pour trois produits qui
ne sont pas vendus dans le commerce sous l'appellation
“R.P., pour analyses'",

I1 s'agit de :

~ méthylal pur
- éther de pétrole (40-65°) ' Erolgbo
~ pentane technique. T

Principe, Le solvant a distiller est évaporé par chauffage, les vapeurs
sont condensées au contact d'un systéme réfrigérant, des im-~
puretés restent au fond du ballon soumis au chauffage.

Matériel : - appareil a distiller
.dans notre cas, nous avons utilisé le montage de 1l'éva-
porateur rotatif (partie en verre et bloc moteur,
voir dessin), sans y faire le videy
- bouilloire a rhéostat servant de bain-marie
- support a hauteur reglable
- bonbonnes bien propres et bien bouchées (avec des bouchons

entourés de feuille d'aluminium propre) pour recueillir les
produits distillés,

Manipulation et fonctionnement :

- le ballon A qui contient le liquide a purifier est animé
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d'un mouvement rotatif lent, La tige métallique sortant
du bloc moteur l'entraine dans son mouvement par l'inter-
médiaire d'un joint souple, d'une tige de verre pleine et
d'un tube de verre qui la prolonge (B)

- les vapeurs issues du ballon A passent dans le tube B,
Elles s'échappent de ce tube par les orifices du tube C
qui le prolonge. Les vapeurs se répandent dans la chambre
étanche D est sont ensuite au contact du dystéme réfri-
gérant. Les vapeurs se condensent alors et sont recueil-
lies dans le ballon E

- lorsque la majeure partie du solvant a purifier a été
évaporée, on constate dans le ballon A la présence d'un
résidu jaunitre que 1l'on jette

- le contenu du ballon E, constitué de solvant purifié est
versé dans les bonbonnes.

La température étamt particuliérement élevée a Nosy-Bé, nous
avons augmenté le rendement de 1l'opération en refroidissdnt
1'eau alimentant le refrigérant, Oh la fait passer au préala-
ble dahs uh serpentin de cuivre, présentant une large surface
de contact avec de l'eau refroidie par de la glace. Ce mélan-
ge froid ést placé dans un récipient cylindrique muni diun
trop plein et plac® dans un évier, Il est alimenté en glace
au fur et a mesure des besoins.

EVAPORATION DES SOLVANTS ET D'EAU, :
(avee 1lévaporateur rotatif),

On dispose diun échantillon lipidique en solution dans un
solvant ou un mélange de solvants. Cette solution peut, en
outre contenir une certaine quantité d'eau, Le but de 1l'opé-
ration est d'obtenir les lipides purs (ou presque, puisque
une petite quantité de solvant y reste melée), Il faut donc
éliminer les solvants et 1l'eau.

Les solvants sont évaporés a la fois par un chauffage léger
au bain-marie (température 50°C) et par la dépression obtenue
au moyen d'une trompe a eau ou d'une pompe a vide (exemple :
pompe Segal type B 35 MKR, Prolabo). L'eau restunte est en~
trainée par la méme opération aprés addition d'alcool éthy-
lique absolu (10 & 20 ml une ou plusieurs fois).

- un ballon contenant la solution lipidique initiale.
- un évaporateur rotatif complet comprenant :

-+ une bouilloire de 1 litre avec thermostat, servant
de bain-marie (T°C  50°C)

.. un support plat a hauteur variable

.. une trompe a eau ou une pompe a vide avec tuyaux
d'évacuation des vapeurs

.. un manomeétre
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.+ un robinet a pointeau pour réglage du vide

.» Un piége a solvants condensés constitué d'un erlen
a vide en communication avec le vide par un tube de
verre (voir le dessin du montage).

Mode opératoire :

Matériel :

on monte le ballon contenant la solution lipidique sur la
partie en verre de l'évaporateur rotatif (voir distillation
des solvants)

on met en marche le systéme a vide

on régle le vide avec le robinet a pointeau et le mano-
métre.

Pour l'éther éthylique et le pentane, il suffit d'un

vide léger (100 mm) pour 1l'alcool éthylique et l'al-

cool méthylique, le vide doit-&tre plus poussé (500 a
750 mm).

on ajuste la hauteur du bain-marie tiéde de telle sorte
que le ballon A y soit plongé (support & hauteur réglable)
a la température ou nous travaillons (24 a 28°C) les sol-
vants & éliminer se condensent dans les piéges (ballon F
et erlen G) s'ils ont un point d'ébullition élevé (exemple
alcool éthylique 78°C, alcool méthylique 64°C). Ils partent
sous forme de vapeur si la température d'ébullition est
basse (pentane et éther éthylique 35°C)

quand il reste au fond du ballon A une substance huileuse
l'opération est terminée

on reprend alors immédiatement ces lipides en solution
avec le solvant utile pour l'opération suivante (variable
selon les cas).

PREPARATICN D'UN FILTRE AMIANTE-SABLE.

- un entonnoir special dit '"allonge-entonnoir'" pour creuset

filtrant de 30 ou de 50 ml (Prolabo) - un erlen de 200 ml

a tubulure étroite - une pissette en verre pour HCl 4 N ~
une pissette en verre pour alcool absolu - une pissette en
verre pour éther éthylique - une pissette en plastique pour
eau déminéralisée ou distillée - une étuve a circulation
d'air - un petit agitateur - une pince - une spatule - un
tube a essai - un support pour placer le filtre amiante
sable debout.

Produits chimiques :

sable de Fontainebleau lavé aux acides - fibre d'amiante -
coton de verre - HC1l 4N environ - cau distillée ou déminé-
ralisée - alcool éthylique - éther éthylique - papier pH
(de 1 a 10) - toluéne,
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Mode opératoire :

1) confection:
suivre le schéma.

2) lavage du filtre:

-~ placer le filtre au-dessus de l'erlen

- verser a la pissette de l'acide chlorhydrique 4 N, ce qui
donne un filtrat rouge (sauf dans les cas ou sable, fibre
d'amiante et coton de verre sont déja purifiés)

- ajouter HC} jusqu'a ce que le filtrat soit incolore

- jeter ce filtrat chlorhydrique

- rincer avec de l'eau distillée ou déminéralisée jusqu'a
neutralité en vérifiant avec du papier pH

- rincer avec de l'alcool absolu. Ce rincage a l'alsool en-
trafne le résidu d'eau du rincage précédent

- on vérifie que le filtrat alcoolique est bien sec par le
test au toluéne, avec le tube a essai (voir test au toluéne)

- rincer avec de 1'éther éthylique

-~ sécher a l'étuve a 50°C en plagant le filtre amiante sable
debout sur un support

- le filtre ainsi préparé est prét a l'usage.

Utilisation : sert a débarrasser les solutions de lipides dans divers
solvants des impuretés non solubles qu'elles peuvent
contenir, telles que débris organiques insolubles, sulfate
dé soude en poudre, poudre d'acide silicique par exemple.
Lorsque les lipides sont en solution dans le chloroforme
on utilise un filtre amiante-sable marqué '"chloroforme',
Si le solvant est du pentane, on utilise un filtre ami-
ante~sable marqué '"pentane", etc...

A la fin de chaque opération de filtration on rince ce
gehre de filtre avec le solvant qui lui est attribué,
Avant utilisation, on 1'imbibe awec le solvant.

SOLUTION DE HC1 4 N (environ).

Matériel : - une éprouvette de 250 ml - une éprouvette de 1 litre - un
ballon pyrex de 2 litres pour la préparation - un crayon
feutre - un entonnoir - une bouteille de 1 litre pour le
rangement, avec un houchon de plastique.

Produits chimiques :

- HC1 R.P. pour analyses (Prolabo) (voisin de 12 N)
- eau déminéralisée ou distillée.

Mode opératoire :

- remplir la grande éprouvette avec 1 litre d'eau déminéra-
lisée ou distillée

- verser cette eau dans le ballon en pyrex de 2 litres

- marquer au passage les niveaux de 250 ml et de 750 ml avec
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le crayon feutre

~ reverser une partie de cette eau déminéralisée ou distillée
dans la grande éprouvette en laissant 250 ml d'eau environ
dans le ballon

-~ verser 250 ml de HC1l R.P. dans la petite éprouvette

- verser ensuite doucement et en agitant cet HC1l R.P. dans le
ballon, en agitant, Le liquide s'échauffe

- laisser refroidir le mélange dans le ballon

-~ ajuster a 750 ml (au trait)

- transvaser dans la bouteille de 1 litre pour le rangement,
bien boucher.

Utilisation :-Sert & laver le filtre amiante sable au moment de sa pré-
paration.
-Sert a acidifier le milieu aprés saponification.

TEST AU TOLUENE.

(Vérification de la présence d'eau dans de l'alcool éthyli-
que).

Matériel : - un tube a essai.

Produits chimiques :

~ toluéne pur (Prolabo)
-~ alcool éthylique absolu R.P. pour analyses (Prolabo)
- eau ou alcool hydraté.

Test avec l'alcool absolu (c'est-da-dire ne contenant pas d'eau)

dans un tube a essai, un mélange de toluéne et l'alcool
absolu est limpide et incolore aprés agitation,

Test_en présence dleau
- une goutte d'eau ajoutée au mélange précédent donne
apreés agitation un liquide trouble, blanchétre, d'aspect
laiteux
- de 1'alcool éthylique partiellement hydraté donne en
présence de toluéne un mélange d'aspect laiteux.

Utilisation : sert a vérifier le degré de séchage par l'alcool absolu
dans la préparation des filtres "amiante-sable',

2.2. SAPONIFICATION A CHaUD,-
(des lipides totaux).

Principe. On fait agir a chaud une base forte (KOH) sur les lipides. Les
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acides gras des lipides se combinent a la potasse pour donner
des savons, La réaction est totale :

RICOO R2 + KOH ——~=3 RICOOK + R20H

savon alcool

Matériel : - un ballon de 50 ml avec bouchon de verre (rodage 24 x 29)-~
~ deux pipettes de 10 ml graduées - un évaporateur rotatif
complet - une surface chauffante isolée par de l'amiante
(isomantle) avec un rheostat - un refrigérant a air (rodage
24 x 29) - un interrupteur & minuterie (goupatan) - un
systéme pour maintenir sur l'isomantle le ballon et son
refrigerant - pierre ponce en grains nettoyée au méthanol.

Produit-chimique :
- KOH 2N dans le méthanol.

Mode opératoire :

- on opére au départ sur l'échantillon des lipides dilués
dans 50 ml de chloroforme dont on connait 1l'ordre de gran-
deur de la concentration (voir 2.1., calculsl

- on en préléve a la pipette une gquantité contenant environ
100 mg de lipides qu'on verse dans le ballon de 50 ml (voir
2.2. calculs)

~ on évapore le chloroforme (évaporateur rotatif)

X - on reprend par 10 ml de KOH 2N dans le méthanol

- on ajoute 1 ou 2 grains de pierre ponce déja nettoyée au
méthanol par une extraction au Soxhlet

-~ on place le réfrigérant a air sur le ballon

- on pose le ballon sur l'isomantle

-~ on régle le rheostat de telle sorte que le liquide soit
en ébullition

- on régle le coupatan sur 3 heures

- on laisse bouillir pendant ce temps

- quand 1'ébullition est terminée, on attend que le ballon
refroidisse

- on retire le refrigérant & air du ballion et on met un bou-
chon

-~ ce ballon contenant les savons de potasse des acides gras
peut &tre mis au refrigerateur (5°C) en attendant la mani-
pulation ultérieure (acidification puis extraction des aci-
des gras, voir 2.3.).

Exemple de calcul du volume extrait chloroformique a traiter :

Soit un extrait ayant une concentration lipidique de 1'ordre
de grandeur de 7,25 mg par ml (estimation majorée),

100 mg de lipides sont contenus dans :
160 ¢ 7,25 = 13,8 ml de cette solution

La manipulation décrite portera sur une prise de 13 ou
14 ml,
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SOLUTION DE KOH ENVIRON 2 N DANS LE METHNANOL.

Matériel : - un becher de 100 ml - une spatule - une balance - une fiole
jaugée de 1 litre - une cuvette pour bain-marie - un flacon-
- une pissette a alcool méthylique - un entonnoir - un agita-
teur,

Produits chimiques @

potasse en pastilles R.P. pour analyses - alcool méthylique.

Mode opératoire :

- peser rapidement pour éviter l'hydratation du produit, 112g
de KOH en pastilles dans le becher

- ajouter de 1l'alcool méthylique, agiter, le mélange s'échauf-
fe

- verser le liquide dans la fiole jaugée. Rincer au méthanol

- ajouter dans cette fiole de l'alcool méthylique en conti-
nuant dtagiter

- laisser refroidir et ajuster au trait de jauge.

Utilisation : sert & faire la saponification 4 chaud des lipides,

2.3. ACIDIFICATION ET EXTRACTION DES ACIDES GRAS.

Principe. On libére les acides gras des savons par une addition de HC1

en excés.
R1C00K+CIH——% R1C00H+C1K
savon acides gras

libres

Les acides gras libres sont solubles dans 1l'éther éthylique.
On les reprend par séparation dans une ampoule a décanter. Le
solvant est évaporé ainsi que l'eau, on met les acides gras
en solution duns le pentane, on filtre.

Matériel : - une pipette de 5 ml - un petit agitateur en verre - une
éprouvette de 50 ml - une pissette @& eau déminéralisée ou
distillée - une pissette a éther éthylique - deux ampoules
a décanter de 250 ml avec leurs bouchons - deux bechers de
400 ou 600 ml a placer sous les ampoules & décanter -~ un
petit entonnoir (diamétre = 5,5 cm) pour les ampoules a
décanter - un support pour deux ampoules a décanter - un
évaporateur rotatif complet - un filtre amiante sable a
pentane - un ballon de 50 ml - un réfrigeérateur.

Produits chimiques :

- H¢1 4 N - papier pH de 1 a 10 - eau déminéralisée ou distil-
lée - éther éthylique R.P. - CINa cristallisé R.P. pour
analyses.
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Mode opératoite :

Acidification :

placer les deux ampoules a décanter sur le support et pla-
cer au~dessous les deux grands bechers

on dispose du ballon qui contient les savons potassiques
des acides gras, dans un excés de KOH dans le métanol

on ajoute 5 ml de HC1l 4N avec la pipette

on vérifie que le pH est alors aux environs de 1, avec une
touche sur papier pH faite avec le petit agitateur

si le milieu n'est pas acide:, rajouter du ClH goutte a
goutte jusqu'a ce qu'il soit acide,

lére extraction

- transvaser dans la lére ampoule a décanter avec 30 ml
d'cau (éprouvette) puis 30 ml d'éther

xXx - boucher, agiter plusieurs fois de suite, puis laisser

échapper l'excés de pression., La solubilisation est
terminée lorsqu'il n'y a plus d'éxcés de pression

- laisser décanter

- s8'il se forme une émulsion qui géne la décantation
ajouter environ 5 g (2 spatulées) de chlorure de sodium,
agiter, laisser décanter

- récupérer la phase aqueuse dans la deuxiéme ampoule,
en laissant la phase éthérée dans la premiére

- remettre la premiére ampoule sur le socle.

2éme extraction

Ringages

- faire une autre extraction avec 30 ml d'éther ajouter
a l'ampoule n° 2
- jeter la phase aqueuse.

- tmansvaser la phase éthérée de la 2 éme ampoule dans
la premiére
- rincer & l'éther avec une pissette, puis a lfeau (30 ml)

en remettant ces liquides dans la premiére ampoule (1l'eau

est destinée a laver la solution éthérée des restants
d'acide chlorhydrique qu'elle peut contenir)

- on agite, on décante, on jette l'eau

- on refait un autre ringage avec 30 ml d'eau

- on vérifie au papier pH si la 2éme eau de ringage est
encore acide

- 8i elle 1l'est, on opére un 3éme ringage, etc.... jus-
qu'a ce que l'eau de ringage soit neutre (en général
2 ringages suffisent)

- quand on a vidé cette eau, il reste dans l‘'ampoule la
phase éthérée contenant les acides gras libres en solu-
tion

-~ on récupére cette phase éthérée dans un ballon de 250 ml

en ringant l'ampoule & décanter avec de l'éther.
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Evaporation :

- on évapore l'éther a 1l'évaporateur rotatif.

Séchage :

------- - il reste un résidu aqueux que l'on évapore a ltaide d'al-
cool absolu jusqu'a ce qu'il reste au fond du ballon une
substance huileuse (acides gras).

- on reprend en solution par 15 ml de pentane.

Filtration :

- on filtre sur filtre amiante sable a pentane au-dessus
dtun petit ballon de 50 ml,; ‘om rince au pentane

- cette solution d'acides gras dans le pentane servira de
matiére premiére pour la méthylation

- on peut l'utiliser le lendemain. Dans ce cas placer le
ballon bouché au réfrigérateur (5°C environ).

2.4. METHYLATION DES ACIDES GRAS.

Principe. Les acides gras sont chauffés dans 1l'alcool méthylique en
excés en présence d'acide sulfurique domme catalyseur. Il se
forme la réaction :

CH_OH + COOHR —> R-COO-CH,_, + H20

3 3
alcool acide ester méthylique
méthylique gras ou méthylester

Matériel : - un ballon de 50 ml - un réfrigérant 4 air - un manteaun
chauffant (isomantle) - un interrupteur a minuterie (gou-
patan) - un évaporateur rotatif complet - deux pipettes de
10 ml - un réfrigérateur - un systéme pour maintenir sur
l'isomantle le ballon et son réfrigérant.

Produits chimigues :

- alcool méthylique R.P. pour analyses - acide sulfurique R.P.
pour analyses - pierre ponce délipidée a l'alcool méthyli-
que.

Mode opératoire :

- on dispose d'une solution d'acides gras dans le pentane

- on évapore le pentane avec 1l'évaporateur rotatif

- on ajoute aux acides gras qui restent au fond du ballon
10 ml d'alcool méthylique et 1 ml de S0, H, R.P. (avec deux
pipettes différentes) 2

- un ou deux grains de pierre ponce déja nettoyée au méthanol

- en place le réfrigérant a air

- on pose sur l'isomantle

- on maintient 1'ébullition pendant une heure Eoupatan)
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- on attend que le ballon refroidisse, on retire le réfrigérant
et on met un bouchon,

-{@¢e ballon contenant des méthylesters d‘acides gras peut &tre
mis au réfrigérateur, llextraction ultérieure ayant alors
lieu le lendemain),

2.5. EXTRACTION DES METHYLESTERS.

Priﬂcine. Les méthylesters sont repris en solution par le pentane par
séparation dans une ampdéulé a décanter. On deshydrate la solu-
tion par le sulfate de soude, on évapore l'excés de pentane
et on filtre,

Matériel : deux ampoules a décanter avec bouchons (250 ml) - deux bechers
de 400 ou 600 ml a placer sous les ampoules - un socle pour
deux ampoules a décanter - un petit entonnoir pour les ampoules
a décanter - un ballon de 250 ml - une pissette en plastique
(eau distillée ou déminéralisée) - une éprouvette de 50 ml -
une spatule - un compte-minutes- un réfrigérateur - un évapo-
rateur rotatif complet - un petit entonnoir de 4,5 cm de dia-
métre - laine de verre - un filtre amiante-sable (pour pentane)
un ballon de 50 ml - papier pH.

Produits chimiques :

- eau distillée ou déminéralisée - pentane redistillé au labo-
ratoire - sulfate de soude sec pour analyses (Merk) - chlorure
de sodium R.P, cristallisé pour analyses (Prolabo).

Mode opératoire : on dispose du ballon de 50 ml contenant les méthyles-
ters dans un excés d'alcool méthylique et d'acide sul-
furique.

lére extraction :

- on transvase dans la premiére ampoule & décanter tout en rin-
cant le ballon avec 50 ml d'eau

- on ajoute 30 ml de pentane, on bouche

- on agite, on chasse k'excés de pression, le tout jusqu'a ce
qu'il n'y ait plus de surpression dans 1l'ampoule, On fait
reposer

- 8'il y a une émulsion on ajoute du ClNa avec la spatule, on
agite, on laisse reposer. (La majeure partie des acides gras
est prise en solution dans le pentane).

2éme extraction :

- on verse la phase aqueuse de la premiére ampoule dans la deu-
xiéme ampoule et on remet la premiére ampoule qui contient la
phase éthérée (pentane) sur le socle

- on ajoute 30 ml de pentane dans l'ampoule n® 2 qui contient la
phase aqueuse, @x bouche

- on fait une 2éme extraction et aprés repos on jette la phase
aqueuse, (Cette phase aqueuse contient de 1l'eau, de 1l'acide
sulfurique, du méthanol, éventuellement du €1lNa),
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ginqages :

on transvase la phase éthérée de l'ampoule n° 2 dans 1l'ampou-
le n° 1

on rince l'ampoule n°2 avec la pissette a pentane en recueil-
lant le liquide de rincage dans l'‘'ampoule n° 1, on bouche

on ajoute 50 ml d'eau distillée ou déminéralisée (cette eau
est destinée a laver la phase pentane des restants d'acides
sulfurique qui la polluent)

on agite, on chasse l'excés de pression, on laisse reposer,
on jette la phase aqueuse; c¢'est le premier rincage

on fait un 2éme ringage avec 50 ml d'eau et encore un 3éme
rincage avec 50 ml d'eau

sur l'eau de ce rincage, on vérifie s'il reste des ions aci-
des avec le papier pH

s'il y a des traces d'acidité, on fait un 4éme rincage, etc...
jusqu'a ce que le pH soit neutre (trois ringuges suffisent

en général).

(I1 reste dans l%ampoule & décanter le pentane contenant les

méthylesters en dissolution et un résidu aqueux).

on verse le contenu de l'ampoule a décanter dans un ballon de

250 ml. On rince au pentane l'ampoule, le liquide de rincage

était versé dans le ballon

on ajoute avec la spatule environ 2 g de SO, Na
e 7 4

absorber l'eau du milieu

on met le bouchon sur le ballon

on agite en tourmant

on laisse reposer une heure au moins (compte-minutes)(on peut

éventuellement placer le ballon dans le réfrigérant et conti-

nuer la suite des manipulations le lendemain).

o Sec qui va

Evaporation du solvant :

Si on
aprés

on évapore ensuite le pentane avec l'évaporateur rotatif
jusqu'a ce qu'il reste un peu de pentane au fond du ballon de
250 ml, avec le sulfate de soude

au~dessus d'un ballon de vidange, on dispose un petit enton-
noir avec de la laine de verre pour faire un filtre destiné

a arréter les particules de sulfate de soude

on rince la laine de verre avec du pentane au-dessus d'une
vidange

on place le filtre rincé au-dessus d'un ballon de 50 ml

on filtre le contenu du ballon de 250 ml en laissant la ma-~
jeure partie du sulfate de soude au fond

on rince a plusieurs reprises le sulfate de soude avec du
pentane en filtrant le liquide sur la laine de verre

si cette filtration est insuffisante, on filtre ensuite sur
le filtre amiante sable a pentane

on a dans le ballon de 50 ml une solution de méthylesters dans
le pentane sec. On bouche,

dispose d'un chromatographe en phase gazeuse, cette solution,
concentration par évaporation du solvant (entrainement par un

courant d'azote) est utilisée pour 1l'analyses des méthylesters.
Si on ne dispose pas d'un tel chromatographe, il faut conserver les

méthylesters en ampoules scellées,

(Voir conservation des méthylesters)
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2,6. CONSERVATION DES METHYLESTERS EN AMPOULES SCELLEES.

Principe, Les méthylesters sont mis en solution dans un solvant non
inflammable, Cette solution est mise dans une ampoule scellée
sous atmosphére d'azote, est entreposée au froid a - 20°C.

Matériel : - un évaporateur rotatif complet - une pipette graduée de
5 ml - une ampoule a sceller de capacité 5 ml, col large
(Verrefer) - un tout petit entonnoir a long tube adapté a
1l'ampoule (Verrefer) - une pompe a vide(# utiliser du cdté
soufflerie d'air) (Prolabo) - une bouteille de gaz butane
avec détendeur ~ un manodétendeur pour bouteille d'azote -
un tube de verre effilé - un chalumeau a gaz butane et a
air - un congélateur a -20°C.

Produits chimiques :

- tetrachlorure de carbone R.P. pour analyses (Prolabo)
- une bouteille d'azote sous pression,

Mode opératoire :

- on dispose du ballon de 50 ml contenant les méthylesters
en solution dans du pentane

- on évapore le pentane a l'évaporateur rotatif, Il reste
au fond du ballon les méthylesters sous l'apparence d'une
huile, il reste prokablement un résidu de pentame qu'il faut
éliminer

- on ajoute 2 ml de tetrachlorure de carbone, On agite le bal=-
lon en le tournant pour y dissoudre les méthylesters et le
résidu de pentane

- on évapore a l'évaporateur rotatif, dans le but de bien
débarrasser le ballon du résidu de pentune dilué dans le
tetrachlorure de carbone (on cherche en effet a éliminer 1le
pentane qui est inflammable)

- on ajoute ensuite encore une fois 2 ml de tetrachlorure de
carbone dans le ballon qu'on bouche

~ on prépare immédiatement le matériel pour faire le scelle-
ment d'ampoule : on régle la flamme

- on transvase a l'aide de l'entonnoir a long col le contenu
du ballon dans 1'ampoule

- en laissant en place l'entonnoir, on fait arriver un courant
d'azotey lt'air s'échappe autour de la tige de 1l'entonnoir,
il est remplacé dans l'ampoule par de l'azote

- puis on scelle immédiatement 1‘ampoule

- on la range dans le congélateur, a 1l'intérieur d'un réci-
pient sec, hermétiquement fermé.

Au moment de la chromatographie en phase gazeuse, on retire 1l'am-
poule du congélateur, on laisse équilibrer la température, on ouvre
l'ampoule, on évapore l'excés de solvant avec un courant d*azote.
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2,7. SEPARATION DES LIPIDES EN CLASSES.
(ehromatographie sur colonne).

Principe. Une colonne d'acide silicique en poudre constitue la phase
solide. L'échantillon de lipides est placé au sommet de la
colonne, Des élutioms successives par des solvants approprigs
séparent les classes de lipides.

On recueille successivement trois fractions §
- les esters du cholestérol
- les glycérides et les acides gras
- les phospholipides.

‘(Les glycérides et les acides gras peuvent &tre séparésides
uns des autres dans une opération ultérieure, voir 2.8.).

Matériel : - un évaporateur rotatif complet - une colonne a chromatogra-
phier (voir figure) - une trompe a vide ou une pompe a vide
avec manométre - un robinet a pointeau pour régler du vide-
un ballon de 250 ml pour la vidange - un ballon de 106 ml -
deux ballons de 50 ml - un erlen de 100 ml - un petit en-
tonnoir - une balance - une pipette graduée de 10 ml - trois
éprouvettes de 10 ml - deux éprouvettes de 50 ml - une

- éprouvette de 100 ml - une pipette graduée de 1 ml (au 1/10)-

- cinq pissettes en verre (pour les divers solvants) - un
becher de 50 ml - une spatule - un dessicateur - une étuve
a circulation d'air - une boite de pétri sans couvercle
diamétre : 15 cm - du coton hydrophile - une tige longue de
50 cm (diamétre 2 mm) en métal rigide - un petit support a
plateau a hauteur réglable - un réfrigérateur - un récipi-
ent de vidange de 15 cm de diamétre environ.

Produits chimiques :

- acétone R.P, - éther éthylique R.P. - pentane redistillé
au laboratoire - alcool méthylique R.P.(méthanol) - acide
silicique 100 mesh sec (Mallinckrodt) - eau distillée ou
déminéralisée - alcool absolu.

Mode opératoire @

1) préparation de la colonne:

- la veille ou l'avant veille de la séparation, peser 10 g
environ d'acide silicique sur la grande boite de pétri

- faire sécher 24 heures au moins a 100°C dans l'étuve a
circulation d'air

- placer ensuite dans un dessicateur jusqu'a refroidisse-
ment complet, avant de faire la pesée du produit-:see

- le jour de la séparation sur colonne, peser 5,5g d'acide
silicique sec dans le becher de 50 ml

-~ replacer dans le dessicateur jusqu'au moment de 1l'utili-
sation

- mettre au fond de la colonne un petit tampon de coton
hydraphile, le tasser légérement & l'aide de la tige
métallique (ceci pour que l'acide silicique ne s'échappe
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pas par le bas de la colonne au cours des élutions
- verser par dessus les 5,5g d'acide silicique sec
- tasser la poudre en tapottant la colonne.

2) préparation des éluants dans les récipiernts:

dans les éprouvettes appropriées verser respectueusement :

- 10 ml d'acétone (éprouvette de 10 ml)
~-10 ml d'éthers (éprouvette de 10 ml)
- 10 ml de pentane (éprouvette de 10 ml)

- 30 ml d'éthers a 3 % dans le pentane (dans 1'éprou-
vette de 50 ml) soit :

.. 0,9 ml d'éther (pipette de 1 ml au 1/10)
.. pentane jusqu'a 30 ml

- 50 ml d'éther pur (éprouvette de 50 ml)
- 80 ml de méthanol pur (éprouvette de 100 il).

On les place en ligne dans l'ordre indiqué prés de la
golonne a chromatographier.

3) Indications pour l'écoulement des éluants et le changement
d'éluant:

Les éluants doivent couler goutte a goutte a raison
d'une goutte par seconde environ,

Lorsqu'on verse le premier ligquide sur la colonne, on
régle le vide a -100 mm de mercure jusqu'a ce que la
colonne soit complétement imprégnée. Quand le liquide
commence a couler, on régle le débit en manoeuvrant le
robinet a pointeau de telle sorte qu'il s'échappe une
goutte par seconde, On ajoute un éluant de nature dif-
férente lorsque le niveau du précédent s'abaisse jus-
qu'a affleurer a la surface de l'acide silicique. On
régle a nouveau le débit a chaque changement d'éluant,

4) Indications pour le changement de récipient:

Lorsqu'on veut recueillir les diverses fractions lipi-
diques, il faut changer le récipient inférieur alors
que se continue la chromatographie.

Pour cette opération, on actionne le robinet A de telle
sorte que le ballon soit en communication avec l'atmos-
phére et non pas avec la colonne. On tourne immédiate-
ment le robinet B pour faire passer le vide seculement
dans le réceptacle intermédiaire et pas dans le ballon,
I1 faut alors que le ballon soit retenu par un support
(petit support a hauteur réglable).

On change alors de ballon (ou erlen) tandis que 1'élu-
ant s'accumule au fond du receptacle intermédiaire, (En
cas d'erreur de manoeuvre, on a toujours la ressource
d'arréter 1'écoulement du liquide pour un temps trés
court gréice au robinet C).

Quand le nouveau récipient est en place, on remet les
robinets A et B dans leur position initiale (et éven-
tuellement le robinet C).
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Le changement de récipient doit se faire rapidement,
sans hésitation.

5) Préparation de l'échantillony

On dispose de la solution de lipides totaux dans le
chloroforme, dans une fiole de 50 ml, conservée au froid
et de concentration comme approximativement (voir 2.1.,
calculs et exemples)-

- on retire la fiole du réfrigérateur et on la laisse bou-
chée jusqu'a ce que sa tempéruture soit équilibrée avec
celle du laboratoire

- connaissant la concentration des lipides, on calcule la
quantité de solution contenant au maximum environ 150 mg
de lipides totaux (voir 2.7., exemple de calcul)

- on préléve cette quantité avec une pipette graduée de 10 ml
et on la verse flans un ballon de 50 ml

- on évapore soigneusement le chloroforme

- on dilue les lipides restant- dans 10 ml de pentane re-
distillé, C'est la '"charge'.

b) Chromatographie proprement dite.

1) nettoyage de la colonne :

- placer le ballon de vidange (250 ml) sous la colonne
- verser successivement sur la colonne

10 ml d'acétone

10 ml d'éther

10 ml de pentane

Aprés cette opération la colonne est propre de toute impureté
lipidique.
2) mise en place de la charge ;

3

- lorsque le pentane affleure au niveau de l'acide silicique,
on verse la charge tout en laissant en place le ballon de
vidange

- les lipides s'accumulent au sommet de la colonne tandis
que les hydrocarbures sont entrainés.

3) séparation des lipides en classes:

- quand la surface du liquide de la charge affleure au ni-
veau de la surface de l'acide silicique en tenant compte
de la remarque soulignée en (2.7., a, 3),

On verse successivement on recueille

- 30 ml d'éther a 3% dans
le pentane

Les esters du cholesterol
(cholesterides) dans un ballon
de 50 ml

- 50 ml d'éther pur Les acides gras libres et les

glycérides dans un erlen de 100 ml

~ 80 ml de methanol pur Les phospholipides dans un ballon

de 100 ml

e e s bl tm s e b b b o e
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On bouche immédiatement chaque flacon. Au cas ou on n'est pas
prét a exécuter 1l'étape suivante du travail, les flacons bou-
chés peuvent étre placés dans le réfrigérateur,

¢) Nettoyage de la colonne :

- on démonte la colonne en la soulevant au-dessus du réci-
pient intermédiaire

- on démonte le robinet C

- on renverse la colonne et on se débarasse de son contenu
en s'aidant de la tige métallique

-~ on rince la colonne abondamment & l'eau ordinaire et en-
suite, avec les pissette, a l'eau distillée ou déminéra-
lisée, a l'alcool absolu et a 1l'éther

- on nettoie également la partie intermédiaire a l'alcool
et & 1'éther en placant au-dessous un récipient de vi-
dange de 15 cm de diamétre environ

- on remet la colonne en place

- lorsqu'elle est séche, elle est préte pour un emploi
ultérieur,

Exemple de calcul du volume de solution lipidique servant a préparer
la charge :

- on dispose d'une fiole jaugée contenant 50 ml de lipides
totaux, a une concentration d'ordre de grandeur de 7,25 mg
par ml au plus (voir 2,1,, exemple)

- 150 mg de lipides seraient contenus dans :

150 H 7’25 = 20’7 ml-

La manipulation sera faite sur une prise de 20 ou 21 ml.

2.8. SEPARATION DES GLYCERIDES ET DES ACIDES GRAS LIBRES.
(séparation par saponification a froid et décantation).

Principe. On met le mélange d'acides gras libres et de glycérides en
présence de potasse a faible concentration et a froid. Les
acides gras libres se combinent a la potasse pour former des

savons ¢
R CO0 H + KOH 3 R CO0 K + H20
acides savon
gras
libres

tandis:que les glycérides restent inchangés dans ces condi-
tions. .

Les glycérides sont solubles dans 1l'éther de pétrole et in-
solubles dans 1l'eau, tandis que c'est l'inverse pour les
savons, Ces propriétés permettent leur déparation par décan-~
tation.

Matériel : un erien de 100 ml - un évaporateur rotatif complet - une



- 77 -

éprouvette de 50 ml - une éprouvette de 10 ml - une ampoule
a décanter de 250 ml avec un support, un petit entonnoir

et un bouchon - un ballon de 250 ml - un ballon de 50 ml -
une pissette en verre (pour 1'éther de pétrole) - une spa-
tule - papier pH - un ballon de 100 ml,

Produits chimiques :

~ eau distillée ou déminéralisée - éther de pétrole redistille.
- KOH N/100 dans le mélange méthanol-eau (v-v) - ClNa R.P.
pour analyses,en cristaux,

Mode opératoire :

a 1'issue de la chromatographie sur colonne, le mélange des
acides gras libres et des glycérides est en solution dans
1'éther éthylique dans un erlen de 100 ml,

Evaporation du solvant initial :

- on évapore l'éther éthylique a l'évaporateur rotatif, les
lipides restent au fond du ballon.

- —— - — e - -

- on transvase dans une ampoule a décanter de 250 ml en
rincant avec 30 ml d'éther de pétrole

- on ajoute avec l'éprouvette de 10 ml du KOH N/100

- on agite, on laisse échapper l'excés de pression, ceci
plusieurs fois jusqu'a ce qu'il n'y ait plus d'excés de
pression; on laisse décanter, Au besoin, s'il se forme une
énulsion, on ajoute ClNa pur,

La phase aqueuse, inférieure, contient la majeure
partie des acides gras libres initiaux sous forme de
savons. La phase éthérée, supérieure, contient les
glycérides et un résidu des acides gras libres ini-
tiaux, non encore saponifiés, (Ils seront saponifiés
au cours de la deuxiéme saponification),

- on verse la phase aqueuse dans un ballon de 250 ml en
laissant la phase éthérée dans l'ampoule.

2éme saponification:(saponification du résidu des acides gras libres)

--on ajoute dans l'ampoule 10 ml de KOH N/100
- on agite comme pour la premiére saponification, on laisse
décanter
- on verse la phase aqueuse dans le méme ballon de 250 ml.
Premier rincage :

- ajouter dans l'ampoule a décanter 30 ml d'eau distillée
ou déminéralisée qui prendra en solution les quelques
savons et la potasse susceptibles d'étre restés dans
1tampoule

- agiter, laisser reposer

~ vider la phase aqueuse dans le ballon de 250 ml



- 78 -

Deuxiéme et troisiéme rincages :

- recommencer deux fois, avec 30 ml d'eau distillée ou démi-
néralisée

- vérifier avec du papier pH que la derniére eau de ringage
est neutre, sinon recommencer (en général, trois ringages
suffisent)

- quand la derniére phase aqueuse est versée dans le ballon
de 250 ml, il reste dans l'ampoule les glycérides dissous
dans 1'éther de pétrole, toute trace de potasse ayant été
eliminée

- on verse cette phase éthérée dans un ballon de 100 ml, en
rincant 1l'ampoule avec de l'éther de pétrole a l'aide d'une
pissette

A la fin de cette opération, acides gras libres ini-
tiaux et glycérides sont séparés :

- les acides gras libres initiaux sont, sous
forme de savon de potasse en solution aqueu-
se, dans un ballon de 250 ml

- les glycérides sont en solution dans 1l'éther
de pétrole dans un ballon de 100 ml,

SOLUTION DE KOH ENVIRON N/10 DANS LE MELANGE METHANOL-EAU(v-v).

Matériel : - une boite de pétri (diamétre 9 cm) - une balance -~ deux
éprouvettes de 500 ml - deux flacons de 1 litre -~ un enton~
noir (diamétre 9 cm) - une spatule - une fiole jaugée de
1 litre.

Produits chimiques @

- eau distillée ou déminéralisée - alcool méthylique R.P.
pour analyses (méthanol) - KOH en pastilles R.P. pour ana-
lyses.

Mode opératoire :

- verser respectivement dans les deux éprouvettes de 500 ml
de 1l'eau et dans l'autre 500 ml de méthanol

- verser le contenu des deux éprouvettes dans un flacon de
1 litre, agiter. C'est le mélange méthanol-eau (v-v)

- tarer la boite de pétri

- y verser le plus rapidement possible (pour éviter 1l'hydra-
tation) 5,6g de KOH en pastilles, en s'aidant de la spatule

- verser avec la spatule les pastilles de KOH au fond de la
fiole de 1 litre

- rincer la boite de pétri avec du mélange méthanol-eau et
ajouter les liquides de rincage dans la fiole jaugée sur-
montée de 1l'entonnoir

- ajouter un peu de mélange méthanol-eau
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-~ agiter, le liquide s'échauffe

- laisser refroidir et ajuster au trait de jauge avec le
mélange méthanol-eau

- verser dans un flacon de 1 litre.

Utilisation : sert a préparer la solution de KOH environ N/100 dans le
mélange méthanol-eau (v-v),

SOLUTION DE KOH ENVIRON N/100 DANS LE MELANGE METHANOL-EAU (v-v),
Matériel : -~ une éprouvette de 100 ml - deux éprouvettes de 500 ml -
une éprouvette de 1 litre ~ un agitateur - deux flacons de
1 litre.

Produits chimiques ¢

- KOH environ N/10 dans le mélange méthanol-eau (v-v)-
- alcool méthylique R.P. pour analyses (méthanol) -eau dis-
tillée ou déminéralisée.

Mode opératoire :

- verser respectivement dans les deux éprouvettes de 500 ml :
500 ml de 1l'eau et 500 ml de méthanol

- verser le contenu de ces deux éprouvettes dans un flacon de
1 litre, C'est le mélange méthanol-eau (v-v)

- mesurer 100 ml de KOH N/10 avec la petite éprouvette

~ transvaser dans l'éprouvette de 1 litre

- ajouter du mélange méthanol-eau (v-v) en agitant jusqu'au
niveau de 1 litre

- transvaser dans un flacon de 1 litre.

Utilisation : sert a saponifier a froid les acides gras libres qui se
trouvent mélangés a des glycérides, sans que ces derniers
soient saponifiés.

2.9. MANIPULATION A FAIRE SUBIR AUX QENATRE FRACTIONS LIPIDI-
QUES (iseues de la chromatographie sur colonne (2.7.) et
de la séparation entre glycérides et acides gras(2.8)),

Ces manipulations flont intervenir les principes antérieure-
ment exposés, sans que soit utilisé aucun matériel ou pro-
duit chimique nouveau. Nous nous bornerons donc a indiquer
les lignes directrices, Pour le détail, il faudra se repor-
ter aux manipulations antérieurement décrites.

a)Manipulations sur les esters du cholesterol (cholestérides) et les
phospholipides.
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Ces catégories de lipides se présentent de la fagon suivante :

- les esters du cholestérol sont en solution dans 30 ml
de pentane contenant 3 % d'éther éthylique, Ils pro-
viennent directement du partage par chromatographie sur
colonne, Ils sont dans un ballon de 50 ml

- les phospholipides sont en solution dans 80 ml de métha-
nol pur. Is proviennent de la chromatographie sur co-
lonne. Ils sont dans un ballon de 100.

On fait subir parallélement & ces deux extraits la méme suite
de manipulations :

- évaporation du solvant & l'évaporateur rotatif

-~ puis saponification a chaud, acidification et extraction
des acides gras, méthylation, extraction des méthylesters
conservation des méthylesters en ampoules scellées

(du point de wvue pratique, une fois 1l'évaporation

du solvant faite, on reprend la série des manipula-

tions a partir de 2.2. jusqu'a la fin de 2.6.).
pa G

On aboutit respectivement aux méthylesters des cholestérides et
des phospholipides, en ampoules scellées,

1

b) Manipulations sur les glyceérides.

Ils sont en scluticn dans 1l'éther de pétrole, avec une légeére
quantité d'eau (puisqu'ils proviennent d'une séparation par
décantation vtilisant de l'eau) dans un ballon de 100 ml.

-~ on évapore le solvant & l'évaporateur rotatif

- on séche le résidu aqueux en l'entrainant avec de 1l'al-
cool absclu a l'évaporateur rotatif

~ puis on fait une saponification a chaud (voir 2.2,p.65,a
partir de x) puis toute la suite des manipulations abou-
tissant aux méthylesters des glycérides en ampoules
scellées,

¢) Manipulations sur les savons des acides gras libres,

Ils sont en solution aqueuse, en présence d'un léger excés de
potasse, dans un hallon de 250 ml, Ils proviennent de la sépa-
ration par décantation

- on acidifie le milieu avec 0,2 ml de HC1l 4N (avec une
pipette de 1 ml graduée au 1/10)

- on verifie avec du papier pH que la solution est bien
devenue acide, sinon on ajoute de l'acide goutte a goutte
Les acides gras sont lihérés des savons

RCCO X + HC1 > CIK + RCOO H
savon acide
gras

- on transvase dans une ampoule & décanter en ringant avec
30 ml d'éther et on reprend l'extraction des acides gras
a (2.3. xx, p. 67)

~ on continue la suite des manipulations aboutissant aux
méthylesters des acides gras libres en ampoules scellées.
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MELANGE SULFOCHROMIQUE.

Matériel : .- un grand erlen en verre borosilicaté - un becher de 100 ml-
une balance - une spatule - une éprouvette de 50 ml - une
éprouvette de 1 litre - une grande cuvette pour bain-marie
froid - un flacon en verre avec bouchon résistant aux aci-
des.,

Produits chimiques :

- bichromate de potassium ordinaire
- eau ordinaire
- acide sulfurique technique.

Mode opératoire :

- peser dans le becher 35 g de bichromate de potassium

- verser dans le grand erlen

- ajouter 50 ml d'eau chaude et agiter jusqu'a compléte disso-
lution

- placer l'erlen dans le bain-marie froid, Y verser le bichro-
mate dilué en tournant l'erlen

- ajouter peu a peu un litre de SO4H2 en agitant l'erlen

~ le mélange chauffe et passe par une phase ou la dissolution
semble difficile

- persister dans l'opération jusqu'a ce que tout 1l'acide sul-
furique soit versé

- on a alors un dépdt solide au fond de l'erlen

- on laisse au repos l'erlen et son contenu, peu a peu le
dépdt se dilue de fagon homogéne, Le mélange est alors prét
a 1'emploi. On le range dans une bouteille & bouchon résis-
tant aux acides.

Ce produit est dangereux, il ne faut pas le mettre en
contact avec la peau,

Utilisation : ece mélange doit-&tre employé sur de la verrerie déja lavée
d'une maniére ordinaire (au teepol) et rincée.
Cette verrerie d'apparence propre peut contenir encore
quelques impuretés pouvant nuire aux dosages, le contact
agssez prolongé avec le mélange sulfochromique les élumine
par oxydation,
I1 faut ensuite rincer abondamment a l'eau ordinaire, puis
a 1l'eau purifiée (déminéralisée ou distillée).
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