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TP N° 04. Dosage colorimétrique des protéines par la méthode de BIURET

But
Le TP a pour but de doser les protéines présentes dans le blanc d’œuf par une méthode chimique : la réaction de BIURET. Il s’agit d’une méthode basée sur une réaction colorée qui nécessite un dispositif expérimental simple avec spectrophotomètre.

Principe
La réaction de BIURET est une réaction colorimétrique employée pour le dosage des peptides et des protéines. Le traitement des peptides contenant au moins 2 liaisons peptidiques et les protéines par le réactif de BIURET donne un complexe violet.
 En effet, en présence d’ions cuivrique, les liaisons peptidiques vont former des complexes stabilisés par des liaisons ioniques grâce à l’oxygène du carboxyle, et par des liaisons de coordination grâce à l’azote peptidique ; d’où l’apparition d’une coloration violette pourpre qui laisse passer le violet et absorbe la lumière dans les autres parties du spectre visible (l’absorption est maximale à 540 nm). Ce complexe peut être mesuré quantitativement par spectrophotomètre, l’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration en peptides et en protéines dans la solution.

Loi de la spectrométrie d’absorption moléculaire
La spectrométrie d’absorption moléculaire permet la mesure de la concentration d’un complexe dissout dans une solution. Elle s’effectue dans le domaine proche ultraviolet (U.V) visible et proche infrarouge (I.R), ce qui correspond à l’intervalle des longueurs d’ondes comprises entre environ 180 et 1000 nm. La loi de BEER-LAMBERT montre que la densité optique est proportionnelle à la concentration du soluté.

DO= ε x L x C

DO: densité optique
C: Concentration de la solution absorbante
ε : Coefficient spécifique de la substance pour la longueur d’onde choisie (appelé coefficient de l’absorption moléculaire ou coefficient d’extinction molaire

	Matériel
· 6 tubes à essai
· Un portoir pour tube à essai
· Pipettes
· Marqueur
· Spectrophotomètre
· 6 cuves
· Papier millimétré
Réactifs
- Réactif de BIURET :
CuSO4. 5H2O………………………………………………….…1.5g
Tartrate double de Na et K……………………….…….…..6g
KI……………………………………………………………..…….…..1g
NaOH………………………………………………………….……..30g
[bookmark: _GoBack]Eau distillée……………………………………………qsp 1000ml
-Solution mère d’ovalbumine (2%)
Ovalbumine………………………………………………….………2g
Eau distillée……………………………………………………100 ml
-Solution d’ovalbumine (x%)
Ovalbumine…………………………………..…………………….x g
Eau distillée…………………………………………………..100 ml

Préparation de la gamme d’étalonnage
Préparer à partir d’une solution étalon d’ovalbumine à 2 %, une gamme de solutions d’ovalbumine de plusieurs dilutions, comme le montre le tableau suivant :

	Tubes
Solutions
	Tube1 (blanc) (ml)
	Tube2 (ml)
	Tube 3(ml)
	Tube 4 (ml)
	Tube 5 (ml)

	Réactif de BIURET

	5
	5
	5
	5
	5

	Solution mère d’ovalbumine (2%)
	0
	0.05
	0.10
	0.15
	0.20

	Eau distillée

	0.20
	0.15
	0.10
	0.05
	<0

	Volume total

	5.20
	5.20
	5.20
	5.20
	5.20



Le 6 ème tube contient la solution d’ovalbumine de concentration inconnue (x) avec les mêmes quantités que le tube 5.
· Après agitation, incuber à la température ambiante et à l’obscurité pendant 10 minutes ;
· Verser le contenu de chaque tube dans une cuve ;
· Lire la densité optique avec le spectrophotomètre (contre le blanc à 540 nm) ;
· Calculer la concentration de chaque dilution (en mg) ;
· Tracer la courbe d’étalonnage (DO en fonction de la concentration des protéines) ;
· A partir de la courbe établie, calculer la concentration en protéines de la solution d’ovalbumine x% (tube 6).

Remarque

L’équation d’une courbe linéaire est     y=α x + β
Quand cette courbe passe par l’origine (le zéro), β=0 et l’équation devient y=α x où :

y= DO mesurée ;
x= concentration recherchée ;
α = la tangente.
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