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TP 5 : Précipitation des protéines sérique par sulfate d’ammonium et dosage colorimétrique par
étalonnage

Principe

La méthode de Lowry est trés sensible, elle permet de déterminer les concentrations en protéines comprises
entre 0,05 mg/ml et 0,1 mg/ml. Il s’agit de la combinaison d’un traitement cupro-alcalin et de la réaction de
Folin. Le réactif de Folin (acides phosphotungstique et phosphomolybdique) réagit de fagon spécifique avec
certain phénol des aminoacides en donnant une coloration bleue spécifique.

Réactifs :

Réactif A : Na2CO3 a 2% dans NaOH 0,1 N.
Réactif B : tartrate de Na et K a 2% dans l'eau.
Réactif C : CuSO4, 5 H20 a 1% dans I'eau.

Réactif D : mélange constitué de 96 ml de réactif A, 2 ml de réactif B et 2 ml de réactif C (préparé juste
avant I'emploi).

Réactif E : Réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/3.

- Solution saturée de sulfate d'ammonium ((NH4)2S04) (761 g/L).
- Solution étalon de I'albumine bovine a 0,2 mg/ml (BSA).
Solution F : sérum dilué 20 fois (concentration protéique inconnue).

Etape 1 : Précipitation des globulines sériques par sulfate d'ammonium
Les globulines sériques sont séparées des albumines par précipitation au sulfate d'ammonium
(Relargage). Elles précipitent a 50% de saturation.

e Réaliser le test comme c’est décrit dans le tableau ci-dessous

Tube 1 (Témoin)

Tube 2 (Essai)

Sérum dilué 0 ml 4 ml
Eau distillée 4 ml 0ml
Sulfate d’ammonium 4ml 4 ml

e Ajouter goutte a goutte, 4 ml d'une solution saturée en sulfate d'ammonium

((NH4)2S04) tout en agitant lentement le tube maintenu dans la glace. Laisser précipiter

20 minutes.

e Centrifuger a 5000 tours/min pendant 15 minutes. Le précipité contient les globulines. Les
albumines restent dans le surnageant.

¢ Eliminer le surnageant et égoutter le tube sur du papier filtre.

¢ Dissoudre le précipité dans 4ml d'eau distillée en agitant vigoureusement. On utilisera Iml de cette
solution (solution H) pour doser les globulines.

Etape 2 : Dosage des protéines sériques totales
e Réaliser le test comme c’est décrit dans le tableau ci-dessous



1 2 3 4 5 6 7 8 9
Solution de SAB a 200 pg/ml
(ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Sérum dilué (ml) 0,5 0,8
Solution H (culot) (ml) 0,5 0.8
Eau distillée 0.8 0,6 0.4 0,2 0 0,3 0 0,3 0
Sol. cupro alcaline (ml) 0,5 0,5 0.5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Attendre 10 mn
Réactif de Folin (ml) [ 02 o2 ]o2]02]02]02]fo02]o02]o2

e Incuber 30 minutes a 1’obscurité
e Lire I’absorbance au spectrophotomeétre a 750 nm

Résultats et discussion :
1. Remplir le tableau suivant

DO

SAB en
microgramme

2. Tracer la courbe étalon sur papier millimétré, en déduire les quantités de protéines des tubes 6 a 9.

3. Donner la concentration en mg/ml des protéines dans les solutions de sérum et de culot

utilisées directement dans 1I’expérimentation

4. Déterminer la concentration en mg/ml des globulines dans le sérum.

5. Calculer la concentration en mg/ml des albumines dans le méme sérum (en générale les taux normaux des
différentes protéines sériques sont : Albumines 60% - Globulines 40%.

6. Déterminer la concentration en mg/ml des protéines totales.
7. Quel est I’intérét du dosage des protéines du sérum pour le diagnostic clinique ?

Tableau de saturation en sulfate d’ammonium

Final Percent Saturation to be Obtained
20 [ 25 [ 30 [ 35 [ 40 [ 45 [ 50 [ 55 [ 60 [ 65 [ 70 [ 75 [ 80 [ 85 [ 90 [ 95 [ 100

Starting Amount of ammonium sulfate to add (grams) per liter of solution at 20 °C

%

saturation
0 113 | 144 | 176 | 208 | 242 | 277 | 314 | 351 | 390 | 430 [ 472 | 516 | 561 | 608 | 657 | 708 | 76l
5 85 [ 115|146 | 179 | 212 | 246 | 282 | 319 | 357 | 397 | 439 | 481 | 526 | 572 | 621 [ 671 | 723
10 57 86 | 117 | 149 [ 182 | 216 | 251 | 287 | 325 | 364 | 405 [ 447 | 491 | 537 | 584 | 634 | 685
15 28 58 | 88 [ 119 [ 151 | 185 | 219 | 255 | 292 | 331 | 371 [ 413 [ 456 | 501 | 548 | 596 | 647
20 0 29 | 59 | 89 [ 121 | 154 | 188 | 223 [ 260 [ 298 | 337 | 378 | 421 | 465 | 511 | 559 | 609
25 0 29 | 60 | 91 123 | 157 | 191 | 227 | 265 | 304 | 344 | 386 | 429 | 475 | 522 | 571
30 0 30 | 6l 92 [ 126 | 160 | 195 | 232 | 270 | 309 | 351 | 393 [ 438 | 485 | 533
35 0 30 | 62 | 94 | 128 [ 163 | 199 | 236 | 275 | 316 | 358 | 402 | 447 | 495
40 0 3l 63 96 | 130 | 166 | 202 | 241 | 281 | 322 | 365 | 410 | 457
45 0 31 | 64 | 97 | 132 | 169 | 206 | 245 | 286 | 329 [ 373 | 419
50 0 | 32 | 65 | 99 |135]172 (210 250 | 292 | 335 | 381
55 0 33 | 66 | 101 | 138 | 175 | 215 | 256 | 298 | 343
60 0 33 | 67 | 103 | 140 | 179 | 219 | 261 | 305
65 0 34 | 69 | 105 | 143 | 183 | 224 | 266
70 0 34 | 70 [ 107 | 146 | 186 | 228
75 0 35 | 72 | 110 | 149 | 190
80 0 36 | 73 | 112 | 152
85 0 37 175 [ 114
9 0 37 | 76
95 0 38




