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PREPARATION DES ECHANTILLONS

Les tissus frais à analyser sont séchés à froid dans un

lyophiliseur à environ - 60° C. Le matériel cryodesséché est broyé

à froid puis conservé à-10° C.
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- METHODES ANALYTIQUES -

A. E X T R ACT ION E T DOS AGE

DES CON S T l TUA N T SAC l D 0 - SOL U BLE S

1. EXTRACTION DE LA FRACTION ACIDO-SOLUBLE TOTALE.

La fraction acido-soluble est extraite par l'acide tri

chloracétique (ATC) ou l'acide perchlorique dont la concentration

optimum doit ~tre déterminée par des essais préalables.

La concentration de l'ATC, adoptée dans le cas de tissus

chlorophylliens e~ radiculaires de Cotonnier est de 8 %. Une con

centration supérieure de l'ordre de 12 à 15 ~ par exemple, risquerait

d'entratner dans la fraction soluble, une partie des ribonucléotides.

Une concentration plus faible, de l'ordre de 5 %, peut

aboutir à un entra!nement incomplet des composants acido-solubles.

L'extraction est opérée sur des fractions de 500 mg de

poudre végétale, lyophilisée, que l'on introduit dans de petites cap

sules de porcelaine, en présence de 20 ml environ d'ATC à 8 %, moulu.

L'ensemble est conservé à 0-4°C pendant une heure, et remué de temps

à autre. Le contenu des capsules est ensuite transféré quantitative

ment dans des tubes de centrifugeur, en utilisant de petits volumes

d'ATC à 8 %, froid. Centrifuger puis traiter par deux fois les rési

dus par de l'ATC à 8 % dans les m~mes conditions.
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Les 8urr..,,>~eants sont r6v-,:cis, ~~uis l'on amène à un volu..ne G-5terIllD.:.G

(50 ou 100 ml) avec de l'ATC de I:1êfJ1e concentri:ètiob

Le r6sidu G::t connerv,; pO\1r Lè clét8rrünation du phocphore li.pidique

( cf. pnro,grCèphe "phosphore l ipicliquc") •

2. SEPJJl~'.r.I'IOlT }jE LL Ii" •.CIIon Le IDO-SOLUBL E TOrr,·.LE lYRES DIGESTIŒ~.

Pr.;;lcvOT '.lYle pEèrtie aliquote (5 à 15 ru) de l'extrait trichlor2,cé

tique déll1s un matro,8 contGl:'<lYlt '.lYle bille de vel':C'C. Couvrir d'u.'1 ~)otit en

tonnoir. Ajouter l ml d'aciQ0 sulfurique.

Digestion : e~auffer tr~s lenteillent pour 8vaporor la plus brande partio pos

sible·.de l'l",cide trichlol'é1cétique : la rllatière orCS-.'1iCJ.uc sc consume. Le clmuf

f8l' jusqu'à obtention cl 'uno solution homogène ot poursuivre l'opération jus

qu'à ce que 12. solution rn'OlmO l.illO colol'ation 162'èrcmont l'lus claire.

Ajouter alors, avec précaution, uno Goutte d'o,cide nitrique, do sorte qu'ello

coule le lonG de la paroi du illo,tr~s. eontinuo~ à chauffer on évitant oonti

nuellement lIDe surchauffe. Ajouter wle nouvello goutte de N0
3

H. ehQuffor dou

cement jusqu'à cc quo le liquide soit décolor6 o~ ~u'il présente soulement

une teinte jaune piJ,illo. Poursuivre le chauffGge lille minut8 encoro. Befroidir.

L,jouter un peu d'eau distillé 8 et porter à él)ullitior.. 2 ou 3 minutes pour

chasser les vo,püurs. Transvaser en fiole dG 25 ml et amener à co volume en

rinçant le matriJ,s avec dG l'eau distillée.
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3. DOS"GE DU PHOSPHOllE .. CIDO-SOLUBLE

METHODE GENERALE DE DOSAGE

a. Réa c tif s

1. Nélange Alcool-Benzène.

Mélanger au moment de l'emploi des volumes égaux d'Alcool

isobutylique et de Benzène, pour analyses.

2. Solution Molybdigue.

Dissoudre 50 g de molybdate d'ammonium dans 400 ml d'acide

sulfurique à 10 N. Amener à 1 litre avec de l'eau distillée. Garder

en bouteille paraffinée. Préparer au moment de l'emploi.

3. Solution de Chlorure stanneux.

Dissoudre 10 g de Sn C1
2

2H2 0 dans 25 ml de HCl concentré

et garder dans un flacon brun. A partir de cette solution, préparer

au moment de l'emploi une solution diluée en amenant 1 ml à 200 ml

avec du S04H2N. Ce réactif ne reste pas stable plus d'un jour.

4. Mélange Acide sulfurigue-Ethanol.

Mélanger à 980 ml d'ethanol à 99,5 % et 20 ml de S04H2 con

centré (vérifier la réaction par rapport à la stabilité de la couleur

bleue du molybdate. L'instabilité peut être due à quelque contamina

tion de l'alcool. Il faut alors essayer de modifier la quantité

d'alcool ou refaire le mélange).
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5. Réactif Silico-tungstigue.

Il est utilisé pour la défécation dans le dosage du phos

phore minéral libre.

Dissoudre 5,7 g de silicate de sodium 9 H2 0, et 79,4 g

de tungstate de sodium 2 H2 0, dans 500 ml d'eau distillée. Ajouter

15 ml de S04H2 concentré. Faire bouillir pendant 5 heures. Refroidir

et amener à 1 litre.

p. Solution-étalon de P.

Préparer une solution-étalon à 1 mg de P/ml à partir de

P0
4

H2 K(séché à 110 0 C) pour analyses (4,3936 g x facteur de pureté,

amené à 1 litre).

b. M é t h 0 d e

Le dosage est effectué sur une partie aliquote de l'extrait

trichloracétique, après digestion.

Dans les conditions de concentrations indiquées plus haut

(soit 500~ de matière végétale lyophilisée ramenée à 100 ml dont

15 ml subissent la digestion et sont ensuite ramenés à 25 ml), on

prélève 1 ml que l'on introduit dans un tube à essais de 25 x 200 mm.

Ajouter d8 l'eau distillée pour un volume de 15 ml, puis ~5 ml exac

tement mesurés de la solution Alcool-Benzène (1). Mettre ensuite

5 ml de Réactif molybdique (2). Boucher et agiter aussitOt vigoureu

sement 30 secondes. Laisser les deux phases liquides se séparer.

Préparer dans un bécher 15 ml du mélange Acide sulfurique-Ethanol (4).

Pipeter dans les tubes 10 ml de la phase supérieure organique et les
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introduire dans une fiole de 25 ml. Ajouter avec la mêmo pipette

qui se trouve ainsi rinc~e, 10 ml du m~lange ncide sulfurique

éthanol, puis 1 ml de la solution diluée de Chlorure stanneux (3).
Ajuster les fioles à 25 ml avec le mélange Acide sulfurique-Ethanol.

La coloration bleue obtenue est stable plusieurs heures. Attendre

une dizaine de minut8s pour colorimétrer à 700 m~ (filtre rouge 

cellule 90 R pour le photomètre Eppendorf). Fai:e un blanc. Régler

le zéro à partir du mélange Alcool-Acide sulfurique.

Calcul

mg p/ml x 25 x 100

prise x 0,5
=

mg P acido-soluble/g de matière

séche

Calculer la concentration en P en se rapportant à une

solution-étalon de P (6) dont on détermine les densités optiques

pour quelques points de gamme

4. DOS.:..GE DES FRüCTIONS DE L t ENSEr.ŒLE ACIDO-SOLUBLE.

• Phosphore minéral

Le phosphore minéral libre est déterminé à partir de It ex

trait trichloracétique, sur une partie aliquote de Itordro de 1 ml

pour les conditions de dilution indiquées plus haut. Le dosage stef

fectue directemant sans digestion suivant la méthode indiquée p.5.
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1e réactif silico-tungstiquo intervient éventuellement

pour ln précipitntion dos protéines, si le milieu on comporte de

façon notable. On l'introduit alors, apr~s l'addition tu mélange

alcool isobutylique-Bonzène. Puis on poursuit par l'addition du

réactif molybdique, etc •••

• Phosphore phytique

a. Réa c tif s

1. Solution de chlorure ferrigue.

Dissoudro 15 g de Fe C1
3

6H2 0 dans de l'HCl normal. Amener

à litre avec HCl N.

2. CIH. 0.6 % comportant du sulfate de sodium.

Dissoudre 100 g de sulfate de sodium anhydre dans environ

500 ml d'eau. Ajouter 14,5 ml de HCl concentré. l~mener à 1 li tre

avec de l'eau distillée.

3. Na OH ~.

4. Na OH N.

5. Phénolphtaléine.

Solution à 1 % dans l'éthanol à 95%.
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b • I~ é t h 0 d e d e dos il g 13

Une p~rtie de l'extrait acido-soluble dans ",TC est neutrn

lis~e par de la soude N/10 en utilisant la phJnolphtal~ino comme in

dicateur et ensuite lé~~roment acidifi6o. On am~no h 50 ml avec da

l'eélu distillée.

Introduire une prise de 20 ml de cot extrait dans dos tubes

centrifuges de 50 ml ... jouter 5 ml do l~ colution d~ chlorure ferrique,

en fais~nt tourner le tube pendant l'opération.

Disposer les tubes dans un bain-marie bouillant avec un

petit agitat~ur. Chauffer 15 winutes en agitant de temps en temps

pour aider la floculation du Püytate ferrique. Refroidir ensuite les

tubes environ 20 minutes et rincer les agitsteurs avec un peu de HCl

à 0,6 ~o.

Centrifuger 20 minutes à un8 vitesse supérieure à 2000

tours/minute. Jeter le liquide surnagG2nt et laver le précipité à la

pipette avec 5 cc dlHCl à 0,6 ~ versés à la pipette, rour le remettre

en suspension. Rincer 105 parois du tube avec 2 cc d'HCl à 0,6 ~.

Centrifuger 20 minutes à nouve2U et décanter 10 surnageant.

Mettre le précipité en suspension dans 5 ml d'eau bouillante •

.~jouter 2 ml de NaOH et chauffer 15 ninutos 2U bain-marie bouillant,

en élgitRnt de tomps en temps. riltrer la solution encore chaude sur

filtre snns cendre dans un ballon de 100 ml.

Laver le tube plusieurs fois avec quelques ml d'eau dis

tillée bouillante et verser les eaux de lavage sur le filtre.

Le phosphore sera dosé sur une partie aliquote de cette so

lution, apr~s la digestion indiquée p~ge 4.
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• Nucléotides et non nucléotides solubles.

a. Réa c t ~ f s

KOH 5 N.

Diéthyléther (CH
3

CH2 OCH2 CH
3

).

~cide formique 4 N.

Solution de formiate d'ammonium 0,8 M.

Dowex 1 x 4 (formiate).

b. M é t h 0 d e d e dos age

Il est préférable pour utiliser cette méthode de travailler

sur des solutions extraites par l'acide perchlorique, de préférence

à des solutions extraites par l'~cide trichloracétique.

L'extrait acide est purifié par trois extractions succes

sives au diéthyléther à raison de 5 volumes d'éther pour un volume

d'extrait. Il est ensuite neutralisé par KOH 5 N puis concentré sous

pression réduite à 35° c.

~près refroidissement, l'acide perchlorique est Gép~'é par

centrifugation et le surnageant est passé sur une colonne de résine

Dowex 1 x 4.

hauteur

Les dimensions optimum pour la colonne sont les suivantes

10 cm - diamètre cm.

Laver la colonne à l'eau pour éluer les nucléotides avec

70 ml d'acide formique contenant du formiate d'NH4 (0,8 M).

Le calcul de la teneur du liquide d'élution en nucléotides
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solubles indiqué par INGLE J. (PLtut Physiology, 1964, vol. 39,

nO 5, pp. 735-740) correspond à la forI:!ule : densité optique à

260 m/, x 14 •

• Fraction acido-soluble l~bile

Cette fr2ction est générGlement rQ~portée, & partir Qe

l'ensemble acido-soluble, à ln quantité de Phosphore dosée apr~s

une hydrolyse Je 7 minutes, dont on soustrait la quantité de Phos

phore minéral déterminée selon l~ méthode indiquée ci-dessus.

La quantité P (7 minutes) - P minércl = P labile, permet

d'estimer le Phosphore aYGnt pour origine le groupement phosphorique

terminal de la Carboxylase et ceux des nucléosides di et triphos

phate.

Dos age

Prélever dans un tube une partie aliquote de l'extrait so

luble dans l'acide trichlor~cétique. Ajouter une quantité égale de

HCl 2N et chauffer au b~in-mnrie à 100° de sorte que le liquide soit

à ébullition exactement 7 minutes.

Doser ensuite le Phosphore suivant la méthode indiquée p.S.
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B • D L 'r E R 1; 1 lIT ü T ION

D U P H 0 S P H 0 R L L l P 1 D 1 QUE

a. R é a c t i f s.

Ethanol à 95°.
Hélange méthanol-chloroforme 1-1 en volume.

IvIélange éthanol-éther éthylique 2 ' en volume.-1

b. T~ é t h 0 d e.

Le résidu demeurnnt après l'éli~ination de l'acide tri

chloracétique qui comporte les fractions solubles, est transféré

duns un tube centrifugeur avec 15 ml environ d'alcool éthylique à

Bien mélanger et laisser reposer environ 30 minutes puis

centrifuger. Décanter le liq~ide surnageant sur une fiole à distiller,

en prenant soin de n'entratner aucune particule du culot. ~jouter

environ 15 ml d'alcool éthylique à 95° et faire bouillir avec précau

tion 30 secondes dans un bain-marie. Centrifuger une nouvelle fois.

Réunir les surnage2nts. Répéter l'extraction avec le mélange d'étha

nol-éther, 30 secondes, puis avec le mélange ~e méthanol-chloro

forme, 30 secondes. Réunir tous les surnageants. Distiller les sol

vants, puis entraîner la matière grasse reptant,dans un matras avec

un peu d'alcool à 95°. Bliminer la plus €rande partie de l'alcool,

par ébullition, sous hotte. Laver le résidu avec l'éther et sécher

sous vide ou à l'nir pour obtenir une poudre sèche sur laquelle on

pourra prélever des quantités exactement pesées.
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Effectuer une diGestion suivant la méthode ci-après.

Digestion - Méthode générale.

Cette méthode est valable pour la détermination du Phos

phore lipidique et pour celle du Phosphore total.

1. Introduire une bille de verre dans le matras contenant

une quantité d'écbantillon counue. Couvrir avec un petit entonnoir.

2. Ajouter 3 ml d'acide sulfurique. Chauffer avec précau

tion jusqu'à ce que la matière organique se consume, et que l'on ob

tienne une solution homogène. Continuer le chauffage jusqu'à ce que

la solution homogène prenne une coloration légèrement plus claire.

3. Faire tomber sur le liquide en ébullition, une goutte

d'acide nitrique.

4. Continuer à chauffer et ajouter, dès que les vapeurs

blanches apparaissent, une nouvelle goutte de N0
3

H.

5. Poursuivre l'oxydation progressive jusqu'à ce que le

mélange de digestion prenne une teinte paille clair. Chauffer jusqu'à

ce qu'il de7ienne presque incolore. Laisser refroidir. Le liquide de

vient incolore au cours du refroidissement.

6. Laver l'ouverture du matras avec un jet d'eau distillée

sur l'entonnoir.

7. Reprendre l'ébullition 3 minutes de plus pour éliminer

toutes traces de N0
3

H.

8. Transférer après refroidissement, quantitativement en

fiole jaugée de 25 ou 50 ml. Ajuster le niveau avec de l'eau ~ée.

Le dosage du Phosphore est réalisé suivant la méthode indiquée p:5~·
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c. D ETE R MIN n T ION

D U P H 0 S P il 0 R E N li C LEI QUE

1. DETERMINATION DE L'ADN,._

• Méthode de dosage par la Diphcnylamine.

a. Réa c tif s.

Diphénylamine.

Acide acétique redistil18.

~cide sulfurique ccncentré.

Acétaldéhyde - solution ~ 16 mg/litre.

Acide perchlorique à 5 ~).

Soude 0.005 1>1.

Acide d~~oxyribonucléique (thy~us de veau - provenance

Mann Research Lab. inc.).

b. .M é t h 0 d e.

Préparation de l'extrait.

Le résidu sec (II) demeurant, après l'extraction du Phos

p~ore lipidique, est traité pendant deux périodes de 20 minutes cha

cune, à 70° C par de l'ii.cide perchlorique à 5 %. (loDsC:Tvor 10 rosiclu

pOUl' 10. ëi.ët~rr!lin.::tion éLu PhocrphoTo pl'otéiquo.

- 15 -



Préparation du réactif.

Dissoudre 1,5 g de diphénylamine dans 100 ml d'acide acé

tique redistillé. Ajouter 1,5 ml d'acide sulfurique concentré et gar

der à l'obscurité.

Le réactif ne doit pas prendre une teinte bleue en reposr.cnt.

Avant l'utilisation, ajouter 0,1 ml d'acétaldehyde pour

20 ml de réactif utilisé. Mélanger 2 ml de l'extrait-acide perchlo

rique avec 4 ml de réactif a la diphénylamine et laisser reposer en

étuve à 30 0 pendant 16 à 20 heures.

Effectuer une mesure d~ densité optique à 600 ~M et comparer

aux valeurs obtenues pour une gamme étalon. Faire un blanc.

Préparation des standards.

La solution-mère est préparée en dissolvant l'ADN dans de

la soude 0,005 ~1, et conservé au réfrigérateur (sol.à 0,4mg d'ADN/ml).

Les standards sont obtenus en mélangeant volume à volume

la solution-mère ~DN et de l'acide perchlorique à 10 %, le mélange

est chauffé à 70 0 C pendant environ 40 minutes. La conservation des

Gtandards se fait en réfrigératuur.

La gamm8 étalon est prép~rée par dilution ds la solution

standard avec de l'.~cide perchlorique à 5 %.

• Méthode à la p-Nitrophénylhydrazine.

a. Réa c tif s.
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p-Nitrophcinylhydrazino solution ~ 0,5 % duns l'~thanol.

Acide t~ichloracétique i 5 %.
Acétat2 de Butyle N.

Soudo 2 N.

Acide désoxyribonucléique (thymus de venu - provenance

Mnnn ReSGLrch Leb. inc.).

b. ~ ~ t h ode.

On effectue le dosaGe sur u~e partie de poids connu du r~

sidu sec demeurant apr~s l'extraction du Phosphore lipidique.

On op~ro l'hydrolyse d~ns des tubes centrifugos coniques de

15 ml en pr~sence de 3 Dl d'~cide trichlorac6tique ~ 5 %. L'orifice

du tube est bouché par un pantin Qfin de limiter 10 plus possible lOG

pertes par ~vaporation.

La susp~nsion est chauffée pendant 30 minutes au bain-marie

~ 90-100°. Après refroidissement, ajoutor ~ nouveau 3 ml d'Acide tri

chlorac~tique ~ 5 ~ et centrifuger. Le culot sera conservé pour la

d8termination du Phosphore protéique.

Prélevor 2 ml du liqui~e d'hydrolyse dans un tube de cen

trifugeur de 15 ml. Effectuer la m~me op~ration avec 2 ml de la solu

tion standard d'.~DN contenant 100!'d'ADN que l'on aura hydrolyséod~ns
-1

les mêmes conditions.(Prépnrcr simult~némont un blanc avec 4 ml d'_~TC

~ 5 ~.)A chacun des tubes, ajouter 2 ml d'~cide trichloracétique ~

5 % et 0,2 ml du r~actif ~ la p-Nitroph~nylhydrazine~ 0,5 », fra!

chement préparé. Chauffer qU bain-marie ~ 90-100°, en ~-enant soin

de limiter l'év~por:~tion, pondant 15 minutes. Après refroidissement,

ajouter 10 ml d'~cétate de Butyle N dans chaque tube.
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Boucher les tubes et les agiter 5 L1ir;_lJ.te::-<,~:uis centrifuger pour

achever la s~parntion des couches organiques et aqueuses. Retirer

la plus grande partie de lu couche org~nique. Pipeter ensuite 3 ml

de la phase aqueuse ddns une fiole jau~ée de 5 ml bouch~e en verre.

V~rifier qu'aucune gouttelette or 0 anique n'a été entraînée. ~jouter

alors, juste aVuut de colorimétrer, 1 ml de NaOH 2N et compléter à

volume avec de l'eau distillée et agiter.

La couleur développée par l'adlition de NaOH p~lit très

rcpidement, si bien que la lecture doit être faite dans la minute

qui suit cette addition. Les densités optiques sont mesur~es à

560 mH avec un blanc d'eau distill~e. Colorimétrer les standards e~QC
.1

tement dans les mêmes conditions. (Fot::; 1)

Préparation des solutions stqndards d'ADN.

Mettre dans une fiole jaUGée de 50 ml, 25 mg d'ADN

(Thymus de veau). Ajouter 40 ml d'~cide trichloracétique à 5 %.
Couvrir et chauffer pendant 30 minutes dans un bain-marie à 90-100°.

Refroidir puis amener à volu~e nvec de l'~TC à 5 %. Des standards de

concentration plus basse sont préparés par la dilution appropriée de

las 0 lut ion a v e c dellATC à 5 %. (:l'~ 0 t c 2)

Note2:

77 0 t '-' l

Si la dissolution de l'~DN dans l'acide trichloracé
tique à 5 % n'est pas tot~le, on peut opérer une so
lution préalable dans la soude 0,005 M.
A partir de cstte solution, les gammes sont établies
par une dilution convenable. On ajoute alors à un vo
lume choisi de solution-m~re, un volume égal d'~TC

à 10 % et on chauffa 30 ~inutes à 90-100°.

Lo t?n:p'c J:'::;éi-~iG _~~~1'_~- chr;,cuG ;~-_Or::U;:'C à 56ü'(ln cloit être du
tcr~D1C",vCC prGclC~OI:_ ot ôtrG toujours 10 :::êffiO, y CO[l

prlG pour l~s 8tru~Û~~ùc.
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2. DBTERIIUNüTION DE L'üRN

Si la méthode décrite ici ne présente pas la prGcision de

celle consistant ~ chromatogr~phier les nucléotides apr~s hydrolyse,

puis ~ mesurer leur densit~ optique ~ 260 m,4, elle est susceptible

d'~tre toutefois commodément utilisée dans des déterminations de

routlne. Il est nécessaire de disposer d'un spectrophotom~tre ~ ul

tra-violet, pour des mesures de densité optique ~ 260 m0 •

• Dosage par spectrophotoQétrie dans l'ultra-violet.

a. Réa c tif s.

KOH 0,3 N.

C12 Ng 0,006 N.

Ethanol ~ 95 %.
Na Cl 0,01 IJI.

Solution HCI-NnCl-tampon (5,6 g NaCl + 20 ml HCl conc.

pOl~r 2Ll-0 ml d' OQU distillé e).

b • I1 é t h 0 de.

Déposer 20 mg de l'extrait sec (Résidu II) dans un tube de

centrifugeur avec 1 ml de KOH 0,3 N. Laiss8r reposer pendant 18 heures

~ l'étuve à 37° C puis refroidir le tube dans de l'eau glacée. ~jouter

ensuite la solution de C1
2

Mg jusqu'à une concentration en Mg égale

~ 10-3 M.

~cidifier avec de l'~cide perchlorique dilué jusqu'~ appro

ximativement pH 2. rljouter un volume d'éthanol ~ 95°.

- 20 -



Laisser le mélange reposer 20 minutes à 0° puis centrifu-

gcr et décanter 811 conservant le surnageant. Laver le résidu avec

de l'acide perchlorique ~ 1 ~o, glacé, et joindre le liquide de rin

çage au surnageant. Jeter 10 r?sidu qui contient dos protéines et de

l t ~'. DN. 11. jus t 0 rIe l i Cl u ide à pH 8 El V e c las 0 lut ion ci e Pot a s s e clilué o.

jusqu'à formation d'un précipité qu'on sépare par centrifugation.

Conserver le surnagec::..nt. L;..'.-vc.r le" pl'8cipit,:; ZO, l'c~~u froido. JoillC~rc l or:

c. Pré par" t ion deI a rés i n e

é cha n g eus e d' ion s

Réactifs.

Résine DOWEX 1 x 10 forme Cl 200 - 400 mesh.

Colonne do 5 cm de longueur sur 0,5

HCl N

NaOH ou NU OH Ii
4

2cm.

Traitement.

La résine doit ~tre traitée successivement par de l'HCl TI,

de l'eau disti.f:lée, do 10, NaOH ou de l'NH
4

0H N, puis 2i nouveau de

l'eau distillée. La résine no doit rester que quelques instants ~u

contact de l'HCl et do l'NH
4
0rr, tandis quo les rinça~es intermé

diaires à l'eau doivent ~tre plus prolongés et évacués aV8C précau

tion. Traiter à nouveau la résine par l'HCl N en l'~~itant quelques

secondes dans l'acide.

Dès que la sédimentation s'opère décanter le liquide qui

entraîne les plus fines particules. Répéter plusieurs fois le lavage

à l'eau distillée. Décanter.
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Remettre h nouvc~u l~ rcisinc en susp&nsion dans l'eau

et la laisser S8 stabilisc~, par 0ravit8. Evacuer l'eau avec pré

caution. Renouveler le traitement une seconde fois. Le rinçuge fi

nal doit fournir un liquide neutre. Ajouter de la résine jusqu'h ce

que la colonne atteigne la hauteur désirée.

d. :D 0 s Cl g e.

Pé.l.ire passer le liquide surnag8Bnt r6~ult2...",-t clec

cGntrifugationG sur la résine oh les nucléotides seront re
l

tenus.

_"jouter une solution de NaCl 0,01 M pour 13.ver la colonne

et jeter. Eluer les nucléotidos par la solution NaCl - HCl. Prélever

40 ml d1éluat, puis des fractions successiv~s de 5 wl jusqu'h ce que

la D.O. soit nulle h 260 mM • Le blanc est mesuré sur la solution
;

HCl - NaC!.

La teneur en ~RN est estimée sur la base d'une structure

tétranucléotide thèorique.

D.O. (h 260 m/M.) x 32 ='{ARN/ml

• Dosage de ARN par la détermination du Ribose.

Ces méthodes de dosage peuvent conduire à des résultats

inexacts dans le cas oh le processus de purific2tion ne serait pas

complet.
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l ère m 8 t h 0 d e

Réactif

Dosage

Solution d'Orcinol à 0,4 % duns HCl 12 N comportant 0,04 %

Mettra d~ns un tube à ossais une prise de 0,2 ml de la so

lution à doser, d~ns 1 ml d'e~u distillée. ~jouter 2 ml de

la solution d'Orcinol, f~~1chQm8nt préparée •

.lgiter los tubes, les couvrir puis les laisser sur un bain-

marie

7 à 8

Faire

bouillant p8nd~nt 15 minutes. Les retirer et attendre

minutes 2.vant de lire les densités optiques à 660 t.
un blanc. Etclonner p~r les solutions standards (voir

% (à conserver au réfri-

page suiv[~nte

2 ème m 6 t h 0 d G

Réactif

Composition des constitu2nts

(1) Solution aqueuse dlOrcinol à

gérateur).

(2) HCl concentré.

(3) Solution aqueuse do FeC1
3

, 6 H
2

0 Ù 10 %.

Préparation du réactif

Ivlélanger : 10 ml de (1).

40 ml de (2).

ml de (3).
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Dosage

A une prise de 0,2 ml de ln solution ~ doser, ajouter 2 ml

de réactif, d~ns des tubes à essais. __ Giter, couvrir puis chauffer

8 minutes environ au bain-m~rie bouillant.

Laisser refroidir puis lir0 les densités optiques (filtre

rouge). Comp~rer ~ des standQrds pr8paros comme il est indiqué ci

après.

Préparation des standards Purification de l'~nN de levure.

On peut utiliser comme standard le d. Ribose ou l'"RN de

levure (provenance: British Druchousc iliistrib~é p~r SEP~ABO).

La levure est alors purifiée de la façon suivante

Mettre en suspension 10 g d'~RN de levure dans 50 ml d'eau

distillée. Refroidir dans un buin glacé jusqu'~ environ 2°.

~jouter lente~ont une solution de NaOH 5 N, jusqu'à clari

fic3tion du liquide.

Veiller à ce que le mélange demeure froid et à ce que le

pH ne dépasse pas 6.

Mesurer le volume, puis lui ajouter 5 fois sa valeur d'a_

cide acétique glacial. Laisser reposer une dizaine de minutes à la

température ambiante.

La levure reprécipitée par l'acide acétique est filtrée

sous vide, puis lavée 2 à 3 fois à l'eau et 3 à 4 fois à l'alcool

à 95°. Le précipité est remis en suspension, puis à nouveau filtré

et traité une seconde fois et finalement rincé à l'éther.
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Le luiscer B6c~o~ on3uito ~ l'air.

L 'h;;-drolyso eEt opér('0 sur cotto poudr(;~ cl,:,ns dos conditionc idcm

tiques à cellas indiquées pour l'èSchc..ntillC'è'l.

On peut vérifiel 10 cOE)fficient de pureté de 11~"IŒ de levuro pe,:r

une détermination du ribose, en utilic~~t pour standard du cl-ribose pur.

La proportion théorique- do d-rr)ose réat.:,iscQ:D.t à l 'orcinol, à pC1rtir Qe

l'J~~~ do le,~,rc ost théoriquemont d'environ ~3~4 %(il s'ugit oSSE)ntiollo-

ment dE)s Pentos8s-pu2:'inE)8 nuclootidos, soit environ le, mo i tiES des Pontoses

totaux cs,r les Pont('ses-pyrirr,iC~iquosnucléotides no donnent pas de :L'éaction

à l'orcinoI.)

Lo caJ.cul du pourcentago d '~'J.J\T cLonno :

% ;D'J _ quanti te do :ribose TE)trouvéo a-prèc la purification 7 100
o ~.uÜ. - 23,4 -~

Calcul du p-~'J'-J~ et du p-Dl;r;...

Le phosphora nuc16iquE) ost ce~culé Q'~près lE)s proportions théo

riques de P dans chE',cun der.: o..cidoc nucléiquof', soit 9,2 %dans 11;J)N ct

9 %dans llL.EN.
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I. P II 0 S P II 0 .l E P

trC'oité pnT YC'oOE: IT, ponecc..:nt 30 Linutcf:. à 100 0 ~JOUl' c::tl"airo loe protéincs.

teneur on protéines = !~zoto tot::,l x 6,25

• On pG"L:t éGoùcï:-lont, 2ur l' c::tnüt <-cl c c.l in, offectuer "Lmü colorim0

trie, on ut~li8::-nt 10 rEJactif é'J..l Phénol (:0 J!'olin.

• On PE'l.',t onfiù reGliso}: le (~osc:~uo de P SUl" l'e:::.trait, après diges

tion (voir pC.ZGS 4 ct 5).

• Lo tr-::,itcl.10nt à lc-~ SOlèdo I)Out, CtC2lG cOë..'trüns cas, no pac dOl1J10é.'

une extraction quantit,~tiv(;. Or, "Cl'.t clOl'S êtJc; 2.-':lon6 à effoctuer sur 10 ré

sidu lme r.1Î113n:-lisc,tion, puis le cLos:"..:'ü du PhoSl)horo (voir dig0stion p. 13 ot

closa[~e p. 5). Lü cioeagc dü l'Azote pTt téiq,l:C lL1,:t ê,tr8 ésaleI!lont f&i t CUl

une partio du résidu.

Lü dos"',cc c~u Pl,lor::phore tot~~l cet r6:o:1is8 sur le- poudre végétclo

lyophilicéec, 2,prÈ's c~iGe;;tioYl, soit sl.'iv'j,t lé'~ n~t~~o(L indicrLléE: ci-dossus

pags 5, soit solon L::., r:;[~thocle colori;~étric:.uG an v:t.Y'"2~do-molybdc"to.
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