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Introduction générale

Les protéines représentent un intérét considérable de par leurs fonctions extrémement variées : elles
sont a la fois enzymes (catalyseurs de réactions chimiques), éléments de structure et de mobilité des
organismes vivants (tissus conjonctifs, os, muscles...), moteurs de régulation génétique et de signalisation

cellulaire, antioxydants, marqueurs de dysfonctionnement dans certaines pathologies, etc.

On I'oublie aussi, mais les protéines sont aussi des agents technologiques (aptitude a la gélification et a la
stabilisation d’émulsions, capteurs de molécules d’ar6me) qui participent a la réalisation d’aliments. Elles
sont un des constituants majeurs et critiques pour I'alimentation humaine, si on observe les enjeux de
sécurité alimentaire mondiale en termes d’approvisionnement. Le dosage des protéines est donc d’une
importance capitale dans de nombreux domaines tels que I'industrie agroalimentaire, la cosmétique, les

secteurs médicaux et pharmaceutiques et les controles en laboratoire.

Cet ouvrage sera centré sur |'évaluation quantitative des protéines, mais n’abordera pas les méthodes de
séparation, d’isolement, de purification et d’identification des protéines. Les techniques de FTIRet NIRne
feront I'objet que d’une description succincte.

Parce que les protéines sont souvent contenues dans des matrices de composition et de structure
extrémement complexes (céréales, aliments pour humains ou animaux, médicaments, plasma ou sang,
produits cosmétiques), il est tres difficile de choisir une méthode de dosage. Il n’existe pas de méthode
universelle : toutes présentent des limites, toutes possedent des avantages et des inconvénients. En
choisir une devient alors un casse-téte récurrent que |I'on peut tenter de résoudre en suivant une

démarche particuliere.

Le premier réflexe qu’il faut avoir est de comprendre la matrice sur laquelle vous travaillez : est-elle
liqguide ? Solide ? Riche en matiéres grasses ? Riche en fibres ? Pauvre en eau ? Contient-elle — c’est
sirement le cas — des éléments susceptibles d’interférer avec les techniques de dosage des protéines que

vous souhaitez mettre en ceuvre ?

Lorsque I'ensemble de ces questions a trouvé une réponse, d’autres questions viennent alors a I'esprit :

guelle méthode vais-je choisir ? Quelle est sa précision, sa sensibilité ?

Est-elle fiable ? Puis-je I'utiliser en routine ? Suis-je suffisamment expérimenté-e pour la réaliser ?
Combien de temps va-t-elle me prendre ? Quel co(t va-t-elle engendrer ? Les réactifs et solvants que je
vais utiliser vont-ils m’exposer a des risques toxicologiques ? Existe-t-il un risque environnemental ? Est-il

aisé de faire éliminer le produit de mes dosages ? Quelles précautions dois-je donc prendre ?

Autant de questions auxquelles nous vous proposons de répondre afin de faciliter votre démarche. A
travers cet ouvrage, les principales méthodes de dosage des protéines sont décrites en précisant les
principes de dosage, les mécanismes réactionnels (nécessaires a la maitrise du dosage et a I'identification

des limites, principes, généralement omis dans la plupart des recueils de méthode de dosage), ainsi que
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les protocoles. L'exploitation des résultats tient une place tout a fait particuliére et est minutieusement

observée.

Véritable guide pour I'étudiant en formation, I'expérimentateur en industrie agroalimentaire, en
cosmétique, en secteurs médical et pharmacologique, en laboratoires de controle, ainsi que le formateur,
cet ouvrage aborde les limites, les avantages et les inconvénients des méthodes de dosage des protéines

qui existent aujourd’hui.

Cet ouvrage est composé de huit chapitres qui aborderont successivement les méthodes purement
chimiques, sans appareillage particulier (seule de la verrerie de précision, bien sdr, sera indispensable), les
méthodes spectrophotométriques qui nécessitent I'utilisation d’un spectrophotométre et les méthodes
fluorimétriques qui ne sont rien d’autre que des méthodes dérivées de la spectrophotométrie. Les
méthodes de Kjeldahl et de Dumas feront I'objet d’un tout premier chapitre, particulier, puisqu’elles font

référence dans toute normalisation de dosage des protéines.

Choisir une méthode nécessite de bien comprendre son fonctionnement et de savoir précisément ce que
la méthode permet de mesurer. La figure 1 présente une vue d’ensemble des différents éléments qui
constituent une protéine. La description des résidus aminoacyls permet ainsi de décrire les grands
principes sur lesquels reposent les méthodes de dosage des protéines, excepté les techniques

infrarouges.

Dans la méthode qui consiste a mesurer I'absorbance dans les UV d’un échantillon a la longueur d’onde A
=214 nm (Stoscheck, 1990), I'absorbance mesurée est due aux transitions électroniques de la liaison
peptidique tandis que I'absorbance mesurée a la longueur d’onde A = 280 nm refléte les transitons
électroniques de quelques résidus aminoacyls aromatiques. Par ces résidus aminoacyls, le résidu
tryptophanyl qui absorbe a un maximum de A = 280 nm réémet des photons aprés absorption photonique
. il peut donc aussi étre dosé en fluorescence. La méthode au p-chloranile (Birks et Slifikin, 1963 ; Zaia et
al., 1999, 2000) utilise I'absorbance développée par le transfert de charge au sein du complexe résidu
aminoacyl/quinone... Cette fois-ci, la protéine sera dosée via certains de ses résidus aminoacyls et non
plus via les liaisons peptidiques qui la constituent. La méthode du biuret (Gornall et al., 1949) fait appel
aux transitions électroniques d’un complexe cuivre/liaison peptidique. L’absorbance qui résulte de la

réaction avec le cuivre est mise en ceuvre dans la trés célebre méthode de Lowry.

Cet ouvrage vous montrera que cette méthode, bien que trés populaire dans les sciences de la biologie,
dépend de nombreux paramétres souvent mal maitrisés. Ainsi, la méthode de Lowry dépend a la fois de la
concentration en certains résidus aminoacyls, mais également du nombre de liaisons peptidiques par
unité de protéine, ces deux parametres conditionnant la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu (Folin et
Ciocalteu, 1927 ; Lowry et al., 1951 ; Chou et Goldstein, 1960 ; Legler et al., 1985). La méthode de
Bradford, méthode trés populaire chez les biologistes, est basée sur I'interaction qui peut s’établir entre
une molécule colorante et une protéine. A noter que les peptides et/ou les acides aminés ne réagissent
pas avec la molécule colorante, seules les protéines sont donc évaluées (Bradford, 1976 ; Snyder et
Desborough, 1978 ; Wei et al., 1997). Cette méthode dépend elle aussi d'un certain nombre de
parameétres, a commencer par le choix de la protéine servant a établir la courbe d’étalonnage. Les
méthodes de dosage sont extrémement nombreuses... Laquelle choisir et pour quelle raison ? Faut-il
privilégier une méthode parce qu’elle est la plus citée dans la littérature scientifique ? Nous pensons bien

sar a la méthode de Lowry qui est encore aujourd’hui LA méthode incontournable de nombreux
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chercheurs, en particulier dans le monde de la biologie... Mais est-ce que ce simple constat de grande

utilisation doit tenir lieu de justification d’'une méthode de dosage des protéines ?
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Figure 1 : Relation entre la structure primaire d’une protéine et les grands principes des méthodes de

dosage des protéines.

Le choix de la méthode de dosage dépend d’abord de la structure de la matrice qui contient les protéines
et de la précision qu’elle permet d’obtenir. La précision d’une méthode est une difficulté majeure et une
notion globale qui fait appel a la répétabilité (méme résultat obtenu un grand nombre de fois par le
méme opérateur), a la reproductibilité (méme résultat obtenu un grand nombre de fois par des
opérateurs différents). La reproductibilité est conditionnée par une description exhaustive des conditions
opératoires, mais encore a la justesse (que I'on peut estimer en comparaison avec une méthode de
référence) et a la sensibilité (seuil de détection) et a des notions de performance (temps nécessaire et

co(t financier pour obtenir un résultat discriminant, répétable et reproductible).

Des publications scientifiques, soumises a des regles de concision, ne peuvent ni décrire les détails
(surtout infimes) a connaitre pour effectuer un dosage ni décrire précisément le principe du dosage. Cet
ouvrage va alors tenter de vous les offrir. Il ne peut étre exhaustif, mais les auteurs ont toutefois cherché
a décrire un grand nombre de méthodes qui leur ont semblé étre utiles, avec un soin de description visant

a interpeler sur les risques de biais des dosages.
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Chapitre 1 : Méthode de Kjeldahl vs méthode de Dumas

1. Un peu d’histoire pour commencer

2. La méthode de Kjeldahl
La méthode de Kjeldahl est LA méthode de référence pour évaluer la teneur en protéines d’un aliment
(pour les produits laitiers NF EN 1SO 8968-1.-mai 2014 / IDF 020-1 : 2014 // pour les produits type amidon
fécule et produits dérivés NF EN ISO 3188-octobre 1994 // pour les céréales et légumineuses NF EN ISO
20483-janvier 2014). Ce dosage permet en réalité de doser I'élément azote quelle que soit son origine :
amines, sels d’ammonium quaternaires, protéines, matériel génétique (ADN et ARN), lécithine
(phosphatidylcholine)... Généralement, on néglige les autres composés, car |’azote dosé provient
majoritairement des protéines. Il existe cependant des exceptions, nous les aborderons plus loin dans ce

livre.

La minéralisation peut étre favorisée par ajout de certains sels comme le sulfate de potassium (K2S04) qui
permet d’élever la température d’ébullition du milieu de minéralisation (tabl. 1). Le sélénium, le cuivre et
le mercure peuvent étre utilisés comme catalyseurs de la réaction. Le tableau 2 présente des exemples de
catalyseurs que vous pourrez réaliser vous-méme. Si le mercure était utilisé par le passé, il était important
de I'éliminer a la fin de la minéralisation, car sa présence durant I’étape de distillation (étape 2) entrainait
la formation d’amines mercuriques, conduisant a une perte de I'ion ammonium. Le mercure est aussi un
polluant trés toxique pour ’homme et I'environnement. L’élimination du mercure du minéralisat posait
un probleme, I'évacuation dans I'évier n’étant pas possible. Actuellement, les pastilles de catalyse pour
appareil de Kjeldahl vendues ne contiennent pas de mercure, mais la présence de titane et la grande
guantité de cuivre vous obligeront a faire éliminer vos déchets chimiques par une entreprise spécialisée
dans le traitement des déchets chimiques. Il existe cependant des catalyseurs de Kjeldahl dans le
commerce (appelés aussi pastilles de Kjeldahl) qui ne contiennent ni titane ni aluminium et avec une
teneur trés réduite en cuivre, ce qui autorise I’élimination du minéralisat dans les eaux usées (tabl. 2,
catalyseur no5). Attention, on trouve aussi des pastilles de catalyseurs Kjeldahl qui contiennent du
sélénium, pouvant étre toxique pour ’lhomme. Quitte a minéraliser plus longtemps, préférez un

catalyseur ne contenant que du sulfate de potassium et une faible quantité de cuivre.

Composition du milieu Température d’ébullition

Acide sulfurique concentré 330°C

Acide sulfurique concentré + K2504 50 % (m/v) 344 °C

Acide sulfurique concentré + K2504 100 % (m/v) 364 °C

Acide sulfurique concentré + K2504 150 % (m/v) 383 °C

Acide sulfurique concentré + K2504 200 % (m/v) > 400°C (attention : perte d’'ammoniac)

Tableau 1 : Incidence de la quantité de sulfate de potassium K2S04 ajouté (en masse par volume d’acide
sulfurique) sur la température d’ébullition au sein du matras durant la minéralisation (étape 1). m/v=%

masse volumique.

Etape 3 : la titration « méthode directe »
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Cette méthode de dosage de 'ammoniac a 'aide d’une solution d’acide borique a été inventée par
Winkler (1913). Le pKa de I'acide borique est de 9,3 (les autres valeurs de pKade I'acide borique sont 10,7
et 13,8). Le pH de la solution d’acide borique a 2 ou 4 % (m/v), en absence d’ammoniac, se situe autour de
pH = 4, trés loin de la valeur du pKa, faisant que la solution d’acide borique a 2 ou 4 % (m/v) ne présente
aucun pouvoir tampon a ce pH. Pour étre précis, ajoutons que la solution d’acide borique (B(OH)3)a 4 %
(m/v) (40 g-L1; proche de la saturation) posséde un pH entre 3,8 et 4 et |a solution d’acide borique a 2 %
(m/v), un pH entre 3,9 et 4,3. Dés I'arrivée des premiéres gouttes de vapeur condensée contenant de
I"'ammoniac dissous (NHs), le pH remonte trés rapidement vers la zone tampon. La zone tampon se situe
entre 8,5 et 10, autour du pKade I’acide borique et aussi de 'ammoniac (pKa[HaN+/H3N] = 9,25). Le pH
reste en général sous pH 8,5. En dehors de la zone tampon, I'observation d’'un changement de teinte d’un
indicateur coloré se fait a la goutte prés lors d’un titrage. Comme la montre la figure 4, dés pH 4,4,
I’hélianthine (méthylorange, N.CAS 547-58-0) commence a se colorer en orange, c’est-a-dire trés proche
du pH initial de I'acide borique, avant la distillation de 'ammoniac. Pour plus de détails, nous vous
recommandons la lecture de I'article de Martin et al. (2007) portant spécifiquement sur ce titrage en
présence d’acide borique, un article complet et fouillé en chimie, accessible en open access.

Il est possible d’utiliser d’autres indicateurs colorés que I’hélianthine, et le vert de bromocrésol (tabl. 3)
peut tout a fait convenir. Dans ce cas, on pourra lui ajouter du rouge de méthyl, avec un passage de gris «
sale » a violet lors du titrage. On peut enfin opter pour le mélange de Tashiro, un mélange de rouge de
méthyle et de bleu de méthyléne (2:1 m/m). Ce dernier permet d’obtenir une solution d’acide borique
avec une teinte de violet « sensible », apres léger ajustement du pH de I'acide borique de départ.

pH de la solution d’acide borique 2% durant la distillation
14,0
Q on 1207 H;BO;+NH, 5  H,BO; +NH,
o Zone tTmpon
100+ )
pka=93 F-=-------=
N I -
i 1
N 8,0 .
,' grand
| =— changement
6,077 ! de pH
/N\ 414 :
zone de virage 4,2 | -
de I'hélianthine 4,0 n (NH;) mole
—— Petit ajout d'ammoniac

Figure 4 : Evolution du pH d’une solution d’acide borique a 2 % (m/v) lors de la distillation de 'ammoniac

contenu dans un matras, issu de la minéralisation d’une matrice organique.
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3. La méthode de Dumas
La méthode de Dumas est, disons-le, la méthode concurrente de la méthode de Kjeldahl. Elle consiste a
amener la matrice contenant les protéines a doser, a une température extrémement élevée (> 1 000 °C)
en présence de dioxygéne Oz, de sorte a produire du COz, H20 (dioxyde de carbone, eau) et de I'azote N,

sous forme d’oxyde d’azote (NOx).

Les CO:z et H20 produits sont piégés par passage sur différentes colonnes. L’azote N restant est ensuite
dosé selon la méthode de Dumas (fig. 7).

coupelle d’étain contenant I'échantillon O2 Gaz vecteur
He, Ar ou CO, N
2
injection de la coupelle | (_‘02 & H,0
contenant Iéchantillon

N organique ==

[ ] Piége a eau

combustion de la nacelle qvédb TUBE REDUCTION ;:Lm;igs
(température atteinte: 1800°C) VA a 700°C /

(REDUCTION a
REACTOR) B . q
Oxydation complémentaire Cuivre Piege a CO, L
(oxyde de chrome, oxyde cobalt) chimique .
(ascarite) >

TUBE COMBUSTION 1030°C Piégé 3 eau Séparation

(COMBUSTION REACTOR) physique chromatographique
NO NOx N, / CH, éventuel N,
X
CO, & H,0
co,&H,0 H,0 ’ O

Figure 7 : Principe de quantification de I'azote selon la méthode de Dumas. L'oxygene permet la
combustion de I’échantillon, et I'oxydation des gaz (début du circuit des gaz) dans la colonne de
combustion. Une réduction des oxydes d’azotes (dans une seconde colonne, appelée réacteur de
réduction) permet I'obtention du gaz diazote. Aprés séchage des gaz puis piégeage du dioxyde de
carbone, le gaz diazote N:est dosé en sortie d’appareil de Dumas par un catharometre (détecteur de
conductibilité thermique). La capsule en aluminium permet I'utilisation d’échantillons sous forme solide
ou liquide, mais dans ce dernier cas, une substance support, la silice (SiO.), est introduite au préalable
dans la capsule. Tous les types d’échantillons peuvent étre dosés avec la technique de Dumas, mais
attention aux échantillons trop acides (ceux provenant d’un traitement au TCA 12 % (m/V) par exemple,
en vue d’isoler I'azote non protéique) : la capsule en aluminium ne supportera pas I'acidité et sera
détériorée avant sa combustion, avec le risque d’introduire des coulures parasites au sein méme du

passeur d’échantillons.
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Chapitre 2. La méthode chimique (ou méthode sans
équipement particulier) de dosage par le formol dite de
Sorensen ou Formol Titration

Il semble qu’il existe deux voies réactionnelles (fig. 15), I'une formant une imine (VOIE 1), I'autre formant
une amine tertiaire (VOIE 2) de type dimethylolamine, R-N(CH20H)2 [Debajyoti, 1978] (et non
dimethylamine, R—-N(CHs)2, comme dans la réaction d’Eschweiler- Clarke). La formation de I'imine semble

une donnée acquise par grand nombre de chimistes.

H H

\ N\ ®
®NH-R C=—N—R
/ / H
H H
pKa=10,64 pKa=6,75
H+
Ho T\
H* /C=N—R résidu imine
H
@\
o
H ) H
N—R C=0 H
/ / \
H M f=0 ?H
% H H
2 H H H \C/

H
\ | \ | résidu
HO_/C_N_R HO_/C_N_R diéthanolamine
H20 H H "
pKa = 9% H H20 pKa = 8,90

clJH
y o H H H
\ /
Ho—o—N2 R H (|:
2
/ Ho—c —N&-R
H H H

Figure 15 : Alkylation d’'une amine par le formol : deux voies réactionnelles possibles

Les auteurs vous proposent un mécanisme de réaction entre le formol et les amines. Sont considérés
comme amines réagissant, les groupes fonctionnels e-NHz2 ou a-NH2des protéines ou des acides aminés
et 'ammoniaque NH3/N:Ha. La réaction (fig. 16) débute par I'attaque nucléophile d’'une amine sur le
carbone du formaldéhyde (carbonyle) et formation d’'un hémiaminal. Bien que le pH 8,5 ne soit pas
favorable a la réaction (environ 10 % des fonctions lysyls ou des a—NHzterminaux sont sous la forme
amino nucléophile), I’équilibre ammonium/ amino est « tiré » par la réaction. Un départ d’H20 (bon
groupe partant) conduit selon un premier possible mécanisme a une imine (mécanisme le plus probable)
[fig. 19].
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Figure 19 : Premiére voie réactionnelle possible d’'une amine réagissant sur le formol et aboutissant a la

formation d’une imine en fin de réaction de la « Formol Titration ». (Par simplification d’écriture, pK pour
pKa).

Chapitre 3. Les méthodes « SPECTRO » (méthodes
spectrométriques)

2. Les mesures directes d’absorbance dans l'ultraviolet a A = 205 et
A=280nm
A une longueur d’onde donnée A, I'absorbance d’un mélange de n espéces absorbantes est la somme des
absorbances individuelles (Eq. 19). La somme des absorbances des résidus d’acides aminés contenant des
noyaux aromatiques (résidus de tyrosine Tyr, tryptophane Trp, phénylalanine Phe et cystéine Cys, fig. 26)
sont responsables de I'absorbance maximale des protéines a 280 nm (Goldfarb et al., 1951 ; Layne, 1957).

Notons que la liaison peptidique est responsable du pic d’absorbance des protéines a 205 nm.
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Equation19: A = Y1, A;(g,1,1,C)

slH
CH, CH, 0
| I H | H I
W”—CH-ﬁ—N—CH- —N—CH—ﬁ,—N—?H—C«w
CH, CH,
7
H2N®
OH
1 2 3 4

Figure 26 : Séquence peptidique correspondant a, de gauche a droite : 1, cystéine ; 2, tryptophane ; 3,
phénylalanine ; 4 : tyrosine.

Parmi les 4 acides aminés, le tryptophane absorbe considérablement, la tyrosine absorbe dans une
moindre mesure et la phénylalanine n’absorbe que trés faiblement (fig. 27).

L'absorbance de ces acides aminés varie en fonction du pH (fig. 28) et la sensibilité de la méthode serait
meilleure a pH 10 en raison du groupement phénol de la tyrosine ionisé (pka= 10,1) [Luebke et al., 1975
Yang et Zhang, 1998].
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Figure 28 : Influence du pH sur le spectre d’absorption UV de la tyrosine (d’apres Yang et Zhang, 1998).
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3. Les méthodes indirectes par interactions protéine-
chromophore, complexation d’'un chromophore ou formation
d’un chromophore

b. Utilisation d’un colorant acide azosulfonique : le Noir Amido
La méthode consiste a former un complexe insoluble entre une protéine a doser et un colorant acide
azosulfonique. Aprés complexation protéines-colorant, le précipité est éliminé par centrifugation et le
pigment non complexé restant et présent dans le surnageant est alors dosé. Il ne s’agit pas de doser
directement les protéines, mais d’évaluer la quantité de colorant restant aprés complexation avec les
protéines. En réalisant une gamme étalon a I'aide d’albumine ou de y globuline (a défaut de disposer de la
protéine a doser pour établir une gamme étalon), il est possible de déterminer la quantité de protéines
présentes dans le milieu. Ce type de dosage des protéines est facile et semble parfaitement corrélé a un
dosage par la méthode de Kjeldahl, comme I'ont montré Hafeza et Mikkelsena (1981) dans I’évaluation de
teneurs en protéine de riz , résultats donnés en équivalent albumine (idéalement des protéines de riz

isolées pour établir la gamme étalon).

Le mécanisme réactionnel entre protéine et composé azosulfonique (fig. 31) repose sur le fait que lorsque
le pH de la suspension de protéines a doser est inférieur au pH isoélectrique des protéines, les charges
positives (NHs.) des résidus histidinyls, arginyls et lysyls des protéines interagissent avec les charges
négatives des groupements sulfoniques (S03-) du colorant azoique. Il convient donc de travailler dans un
environnement acide dans lequel le pH est maintenu entre 2,5 et 3,5, c’est-a-dire sous la valeur la plus
faible des pKa des fonctions carboxyliques (résidus Asp et Glu, pKavoisine de 4 a 5). Ces interactions
électrostatiques conduisent a des changements structuraux de la protéine qui permettent également la
mise en place d’interactions hydrophobes protéine-colorant (Lakin, 1974 ; McGann, 1978 ; Kroger et al.,
1978). Les colorants azosulfoniques sont trés habituellement I’Acide Orange 7 (CAS 633-96-5, encore
appelé I’Acide Orange 7 ou Orange Il), 'Orangé G (CAS 1936-15-8) [Ashworth, 1966] et le Noir Amido (CAS
1064-48-8) encore appelé Noir Amido 10B ou bleu naphtol noir. Il est nécessaire d’utiliser le colorant
azosulfonique en exces par rapport a la quantité de protéines a doser.
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Figure 31 : Exemples d’interactions entre composés azosulfoniques classiques et protéines : (+)------- (1) =

interaction électrostatique.

c. Utilisation d’un colorant acide azosulfonique : le bleu de Coomassie Brillant (BCB) ; la méthode de

Bradford

Ce colorant est impliqué dans la trés connue méthode de Bradford (1976). Ce colorant, triphénylméthane
sulfaté, est le premier a avoir été introduit sur le marché pour doser des protéines. Encore appelé «
Brilliant Blue », « Brilliant Blue G », « Acid Blue 90 », « C. |. 42655 », ou « Brilliant Blue G 250 », il ne faut
pas confondre le bleu de Coomassie brillant G-250 (n.CAS 6104-58- 1) avec le bleu de Coomassie brillant
R-250 (n.CAS 6104-59-2)... La tromperie est aisée... Jouons quelques instants aux jeux des différences.
Attention, elles sont trés subtiles : le colorant G250 (fig. 33 [1]) étant la forme diméthylée du colorant R-
250 (fig. 33 [2]). Le bleu de Coomassie R-250 est alors moins soluble dans I'eau que ne I'est le bleu de

Coomassie G-250.

Vous ne voyez pas la différence entre le R-250 et le G-250 ? Regardez attentivement la figure 33 : vous

allez trouver !

La méthode de Bradford repose sur la capacité qu’a le bleu de Coomassie brillant G-250 a absorber
lorsque celui-ci, chargé négativement, se lie via des interactions de Van der Waals aux résidus arginyls
(prioritairement), histidyls, lysyls, tyrosyls des protéines a doser (Pierce et Schulter, 1977). Il peut
également y avoir des interactions avec les résidus tryptophanyls et phenylalaninyls des protéines
(Bradford, 1976 ; Tal et al., 1985 ; Compton et Jones, 1985 ; Wei et al., 1997 ; Wenrich et Trumbo, 2012).
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Figure 33 : Structure du bleu de Coomassie brillant G-250 (1) et du bleu de Coomassie brillant R-250 (2).

f. Utilisation de la ninhydrine

Bien que la ninhydrine soit utilisée surtout pour le dosage des acides aminés (formation du pourpre de
Ruheman via une étape de décarboxylation), il est possible de doser des protéines directement par
réaction entre la ninhydrine (fig. 52) et les groupes amino des protéines, sans passage obligé par

I’hydrolyse des protéines en acides aminés.

Le mécanisme réactionnel entre protéine et ninhydrine débute par une attaque nucléophile, de maniere
quasi certaine (fig. 53). Dans une protéine, ce sont ses résidus lysyls (e-NH2) qui vont réagir ainsi que son

groupement a-amino terminal. La réaction s’arréte a ce premier produit de I'addition nucléophile.

protéine (Lys)

ﬁ *NH,
OH OH
OH \ N%
H
@) H,0 @)

Figure 53 : Proposition d’attaque nucléophile entre protéines a doser et ninhydrine : mécanisme général

avec une amine quelconque et le résidu lysyl d’une protéine.

h. Utilisation du chlorure de Dabsyl ou du chlore de Dansyl

Chlorure de dabsyl ou chlorure de dansyle (fig. 66) — attention a ne pas les confondre — sont
habituellement utilisés pour doser des acides aminés en HPLC (dérivation pré-colonne), comme l'indique

par exemple De Mey et al. (2012). On peut cependant doser des protéines avec ces réactifs. Preuve étant,
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dabsyl et dansyle sont utilisés pour dériver des protéines avant électrophorése (Hsi et al., 1998). Cela

signifie que contrairement au dosage par la ninhydrine, il n’est pas nécessaire d’hydrolyser.

A O\\S _Cl B (|:|
\\O 0=S=0
o (L
SN
| N

Figure 66 : Structure du A) chlorure de dabsyl ; (4-(dimethylamino)azobenzene-4’-sulfonyl chloride) ; CAS
56512-49- 3) et du B) chlorure de dansyle (B ; 5-(dimethylamino)naphtalene-1-sulfonyl chloride ; CAS 605-
65-2).

Il semble que le chlorure de dansyle ne soit pas spécifique des amines puisqu’il réagit aussi avec les thiols,
les phénols et les groupes imidazoles (Kumar et al., 1995) : ainsi, le dosage des protéines est permis par le
greffage d’'un chromophore-fluorophore grace a la réaction du chlorure de dabsyl sur les fonction amino —
résidus lysyls (Lys) —, mais aussi sur les fonctions thiols — résidu cystéinyl (Cys) —, phénol — résidu tyrosinyl
(Tyr) —, et imidazole — résidu histidinyl (His) — (Kumar et al., 1995).

Le soufre est un atome « mou », trés polarisable. Le chlore est trés électronégatif. De fait, I’addition d’un
groupe amino sur I’'atome de soufre du résidu de chlorure sulfonyl est aisée. Cependant, la réaction

principale s’opére entre les groupes aminos (Lys) et le chlorure de dabsyl (fig. 67).
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Figure 67 : Proposition de mécanisme réactionnel entre le chlorure de dabsyl et une protéine.

Le protocole de dosage des protéines au réactif de dabsyl est extrémement simple (fig. 68). A5 mL de
suspension aqueuse (limpide) de protéine tamponnée a pH 9,5 a I'aide d’un tampon carbonate (tampon
0,1 M Na2C€03/0,1 M NaHCOs) ou phosphate (0,05 M Na2HPO4/0,05 M NasPOQa4), vous ajouterez 10 mL
d’une solution de dabsyl préparée a 1 g/L dans de I’acétone. La solution est chauffée 20 min entre 70 °C et
80 °C, a 60 °C durant 60 min ou encore a 38 °C durant 120 min minimum si les protéines sont
thermodénaturables, c’est-a-dire « fragiles », capables d’étre dénaturées par la chaleur, ce qui correspond
a la majorité des protéines. Ce protocole de 20 min a 80 °C serait donc plutot réservé aux protéines
stables a la chaleur comme les caséinates de sodium ou de potassium ou encore certaines protéines
végétales.
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La suspension adopte une couleur orange profond. Si cela est nécessaire, vous centrifugerez et mesurerez
alors I'absorbance du surnageant devenu limpide (ou directement de la solution limpide) a A = 450 nm ou

a A =325 nm (fig. 68). Il existe plusieurs pics d’absorption de la lumiére.

Si protéines non
— thermodénaturables

70-80°C/ 20 min
10 mL de solution

de Dabsyl

Si protéines aisement

_ thermodénaturables
—\ — Chauffage ——p

60 °C /60 min
0,1 mgl < protéine < 0,5mg
(tampon carbonate)
Si protéines
. thermodénaturables

38°C/120 min

Figure 68 : Protocole de dosage des protéines selon la méthode au chlorure de dabsyl. A noter que selon
la sensibilité des protéines a la dénaturation thermique, les parameétres d’incubation (T °C/Tps) ne sont

pas les mémes.

Chapitre 4. Les méthodes indirectes par utilisation
d’ions cuivrigues

1. La méthode du biuret

Cette méthode reposait, pensait-on, sur une réaction colorimétrique basée sur la formation d’un
complexe entre I'ion cuivrique Cuz-et le groupement imino de la liaison peptidique (fig. 70) [Gornal et al.,
1949 ; Parvin et al., 1965]. Le chromophore résultant, violet, est alors stable et absorbe a A =550 ou A =
330 nm. En effet, deux moles de biuret (H2N(C=0) NH(C=0)NH.) interagiraient semble-t-il avec une mole
d’ion cuivre Il (Cuz:), I'ion cuprique, qui est I'autre nom de I'ion cuivrique (cupric ion en anglais) [Bhagavan,
2002].

Figure 70 : Interaction probable entre Cu?* et la liaison peptidique d’une protéine.

ELIANE CASES ET PHILIPPE CAYOT - METHODES ET DOSAGES DE PROTEINES- EXTRAITS



Avec cet ensemble d’informations, nous pouvons donc proposer le mécanisme suivant : un changement
de valence s’opére lors de la complexation du cuivre par 2 histidinyls, avec — ou non — liaison de
coordinance avec la liaison peptidique (doublet d’électrons non liants de I'atome d’azote (fig. 71) ou de
I’'atome d’oxygene (fig. 72).
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Figure 71 : Complexation des ions cuivriques (Cu2+) et cuivreux (Cu+) par les noyaux imidazoles des

histidinyls des protéines et par la liaison peptique via les atomes d’azote.
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Figure 72 : Complexation des ions cuivriques (Cu2+) et cuivreux (Cu+) par les noyaux imidazoles des

histidinyls des protéines et par la liaison peptique via les atomes d’oxygéne.

2. La méthode de Lowry
Nous y voila... Enfin, LA trés connue et tres utilisée méthode de Lowry (Lowry et al., 1951). Cette méthode peut étre
considérée comme une « amélioration » de la méthode du biuret dans laquelle a été introduit le réactif de Folin-

Ciocalteu afin d’augmenter l'intensité de coloration du chromophore.
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Depuis plus de 70 ans, la publication Lowry et al. (1951) est continuellement citée dans le monde scientifique. En
2014, a I'occasion des 50 ans de I'Index des citations scientifiques (qui répertorie le nombre de publications et de
citation bibliographique d’un chercheur), la revue Nature annongait qu’il ressortait de son étude intitulée « The Top
100 papers », que parmi la montagne de publications analysée, la publication de Lowry se situait au premier rang du
classement parce que citée 305 148 fois (fig. 80, https://www.nature.com/news/the-top- 100-papers-1.16224).
Outre les travaux de Lowry, les travaux de Bradford (Bradford, 1976) se situent au troisieme rang du classement en
ayant été cités 155 530 fois. Il est également incroyable de découvrir dans ce classement que les plus grandes

découvertes scientifiques du siécle passé, sont quasi-absentes.

Cette méthode consiste en une réaction d’oxydoréduction entre les protéines a doser et le réactif de Folin
(acide phosphomolybdique phosphotungstique). Le mécanisme repose donc sur la capacité qu’ont les
résidus tryptophanes et tyrosines des protéines a réduire le Cux-en Cu-lequel, a son tour, réduit le réactif
de Folin (solution phénolique contenant des composés de tungstene et de molybdéne) qui voit alors sa
couleur changer du jaune (acide phosphomolybdique phosphotungstique) au bleu (heteropoly
molybdenum blue ou bleu de molybdéne, un complexe d’hétéropolymolybdates réduits et de
polyoxométalates), en condition alcaline (pH 10) [Dunn, 1992] (Eq. 33, 34). Il est probable que les résidus
d’histidine participent a la réduction du cuivre Il (fig. 71 et 72).

Equation 33 :

Cu®*/ OH + Protéine = Cu*-protéine

Cu®* + (acide aminé polaire, Trp, Tyr)red = Cu* + (acide aminé polaire, Trp, Tyr)ox
Equation 34 :

Cu*+ (NazM00s, Na;WOs, H3POs)ox =  Cu? + (NazMoOs, Na; W04, H3POu)red
Mo est le symbole chimique du molybdéne, W du tungstene.

L’absorbance du produit de la réaction (le bleu de molybdéne Na;MoQO4, Na;WO4, HsPQ4), proportionnelle
a la quantité de protéines, est enfin lue au spectrophotometre a A = 750 nm. La démarche expérimentale
est relativement longue puisqu’elle se déroule en plusieurs étapes (fig. 81). Parallelement au dosage de

protéines contenues dans I’échantillon, une gamme étalon est préparée selon les étapes 1 et 2 (fig. 81).

La méthode de Lowry est plus sensible que la méthode du biuret classique. La zone de linéarité de la
réaction est cependant étroite et il faut utiliser la portion linéaire de la courbe (fig. 24) qui correspond a
des concentrations en protéines ne pouvant excéder 10 mg/L. Il est donc nécessaire de réaliser des

dilutions en conséquence.
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Etape 1 : réalisation de 3 solutions notées réactifs A, B, C.

500mLNaOH1M 10 mLNaOH 1M 1 vol. Folin
500mLH,0, 50mLH0, Ciocalteau
¥ T M == 15vol.HO,
Agitati Agitati
. L
Compléte Compléte
dissolution dissolution
2 g tartrate Na-K QspHQ, | 2gtartrate Na-K QspH,0,
100 g carbonate 1g CuSQ, H,0
de sodium

Etape 2 : dosage des protéines.

r 3 mL réactif C

0,1 mL réactif B

T°C
50°C/ 10 min - m 50°C /10 min > ambiante

1 mLde Iq solution

‘— 0,9 mL réactif A

» A ar=750nm

dchantillon

Figure 81 : Protocole de dosage des protéines selon la méthode de Lowry (Lowry et al., 1951).

3» La méthode a I'acide bicinchoninique (BCA)
Comme pour le dosage par le bathocuproine, le mécanisme probable d’apparition du chromophore serait
une interaction du Cu.avec les doublets d’électrons non liants des atomes d’azote du BCA (fig. 82).
Lorsque I'ion cuivreux Cu.est formé, il est alors fortement chélaté (Eq. 35) par deux molécules d’acide
bicinchonique (BCA) : le complexe chromophore qui en résulte absorbe a A = 562 nm (fig. 83).

Equation 35 :
Ka=1/Kq=4,6-10*M2avec K,, constante d’association ; K4 constante de dissociation de Cu* par le BCA.

Le dosage est habituellement décrit par la complexation des ions cuivreux par le BCA. On sait que le
complexe Cu—(BCA)z-posséde un coefficient de dissociation Ky = 2,16:10-1s Mz (Yatsunyk et Rosenzweig,
2007) et un maximum d’absorption a A = 562 nm avec un coefficient d’extinction molaire, E = 7700
M-1-cm-1(Djoko et al., 2007).

Tout comme la réaction de Lowry, la réduction du cuivre Cuz:en Cuspar les protéines a doser, en milieu

alcalin, sera d’autant plus importante que la quantité de protéines est élevée.
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Figure 83 : Formation d’'un chromophore [Cu+-BCA2] aprés réduction du Cuivre Cu2+ par les protéines a
doser (méthode au BCA).

Le protocole utilisé dans la grande majorité des publications fait appel a I'utilisation d’un kit commercial
sous la dénomination « Working Solution » ou « Working Reagent », composé d’un réactif dit « réactif A »
et d’un réactif dit « réactif B ». Tandis que le réactif B fait clairement apparaitre sa composition sur le
flacon (4 % (m/v) CuSO4.5 H20), le réactif A fait image de réactif assez énigmatique et il était
inconcevable pour les auteurs de rédiger cet ouvrage sans en percer le mystére pour la raison simple qu'’il
n’est pas possible de travailler correctement en présence d’éléments qualifiés de « boite noire », d’autant
plus que la maitrise du pH est essentielle. Nous vous proposons alors de préparer vous-méme le «
Working Reagent » selon la méthode de Smith et al. (1985) en mélangeant les réactifs A-BCA et B-BCA
dans les proportions 50:1 (v/v) (fig. 84).

CHAPITRE 5. Les méthodes indirectes par utilisation de
métaux de transition : complexe fluorene-métal

CHAPITRE 6. Les méthodes FLUO (ou méthodes
fluorimétriques)

1. Généralités
La fluorescence provient d’'une molécule ayant absorbé de I’énergie photonique (absorption photonique,
comme cela s’observe avec les colorants), donc a I'état excité, qui retourne a I'état de base en réémettant
de I'énergie photonique. Tous les chromophores ne sont pas des fluorophores. Certains chromophores,
apres avoir absorbé de I'énergie photonique, retournent a I'état de base par une émission brownienne

d’énergie (dissipation thermique du gain d’énergie).

La plupart du temps, la longueur d’onde maximale d’absorption de I’énergie d’excitation différe de la
longueur d’onde maximale d’émission (ce phénomeéne se nomme le déplacement de Stokes). Un

fluorimetre posséde une source lumineuse (lampe flash xénon ou LED) afin d’exciter les molécules
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fluorescentes et un détecteur pour capter le faisceau de lumiere réémise, généralement placé a 90 degrés
d’angles pour éliminer I'addition du faisceau incident (lumiere d’excitation) [fig. 97].

Intensité photonique détecteur

Fy
Source

lumineuse

déplacement

[ —>
de Stokes @

3
%, e, Ex Em &
o, s\
S % > S
B @G_ O/) Pe) L d’ond ( ) X ._e}@
Etat excité o,)/ 2 ongueur d’'onde (nm \&,\\\
2 FLUO* + FLUO*
c . Em
% absorption
3 Ex d’énergie photonique Retour
9 a I'état de base par
= FLUO fluorescence
Etat de base du fluorophore (et relaxations vibrationnelles)

Figure 97 : Principe du fluorimetre. L’irradiation lumineuse d’une espéce fluorescente a I'état énergétique
de base, FLUO, passe a un état excité, FLUO*, qui redescend a I'état de base en émettant des photons
(fluorescence).

2. Fluorescence et utilisation du BCA

3. Utilisation du O-phtalaldéhyde (OPA)

Le composé O-phtalaldéhyde (1,2-benzene dicarbonal ; CAS 643-79-8) réagit avec les amines et les thiols en mélange
pour former un composé fluorescent ayant une structure indolique (fig. 103) [Simons et Johnson, 1976 ; 1977 ;
1978].

mercaptoéthanol
OH OH
Hs™ N s~ >
H \ =
> N—R"
H / ~
H,N—R"
O-phtaladéhyde ¢} amine isoindole

Figure 103 : iso-indole (fluorescent) produit par I'OPA (O-phtalaldéhyde), une amine, et le mercaptoéthanol.

L’addition de O-phtalaldéhyde ou de O-diactylbenzéne a des amines permet alors de les doser par
fluorescence. Hillmann (1943) a montré que I'ajout de O-diacétylbenzéne a du blanc d’oeuf produit un
composé fluorescent bleu. Roth (1971) reprend cette réaction et obtient un composé fluorescent par un
mélange de mercaptoéthanol, O-diacétylbenzéme et des acides aminés (glycine, lysine, histidine ou
cystéine).
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Voici le mécanisme réactionnel que nous vous proposons pour comprendre comment cette méthode de
dosage opére (fig. 104) : une premiére attaque nucléophile d’un thiolate (le mercaptoéthanol) puis une
seconde attaque nucléophile d’un groupe amino (groupe e-NH2d’un résidu Lys d’une protéine ou son
groupe a—NH:2terminal) sur I'OPA (O-phtalaldéhyde) conduit a la formation d’une imine qui se cyclise par

attaque nucléophile intramoléculaire pour donner le fluorophore iso-indole :

B O-diacétylbenzéne ] thiolate ~ —
y Oq 4.N. \@” oH on .
o Dt s
SR SR g
R R
~—
R o R
®
H
L 0 @o}\_
HN—R"
OH prototropie OH H,0 oH H>O@
S\R, S\R' S\ H S\R
— R L, R R
R@ R R .
N_l?'I C _Ru |
° e -OH H N N
@ o \RII Rll
H20 N isoindole o
2 ) SR H\ SR HD/S_R' fluorescent R
C y-C d
@N_R" @N_R"H N—R" N_R"
Y Y, . — _
R=H
R OPA :>_ H H ] H

Figure 104 : Dosage des protéines par I'OPA (O-phtalaldéhyde) ; proposition de mécanisme réactionnel
entre les O-diacétylbenzéne — et 'OPA en particulier — et une amine primaire (un résidu Lys d’une
protéine ou le groupe amino terminal) en présence de thiolate (par exemple le mercaptoéthanol)

jusqu’au produit final, un isoindole fluorescent. (A. N. pour addition nucléophile).

Le protocole de dosage est présenté figure 105. La mesure par fluorescence peut se faire entre 5 et 25
min apreés la réaction entre I'OPA et les protéines a doser, avec une illumination d’excitation a 340 nm et
une émission en fluorescence a 455 nm, dans une cuvette de quartz. La fluorescence résultante est

proportionnelle a I'intensité de fluorescence.
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1,5 mL O-phtalaldéhyde (10 mg/mL éthanol)
90 mL tampon borate 0,05 M, pH 9,5

¥ 1,5 mL 2-mercaptoéthanol (5pl/mL éthanol) —
. Réactif OPA stable
durant 12 h /T°C ambiante
3 mL de réactif OPA Excitation a

A =340 nm

Agitation 5 min /20 °C
mmmm) [mission a A = 455 nm

100 plL échantillon a doser
10 < [prot] <1023 M

v

Figure 105 : Protocole de dosage des protéines par I'O-phtalaldéhyde (OPA), par fluorescence selon Roth
(1971).

La réaction décrite en figure 104 est compléte en une a deux minutes. En 5 minutes, vous pouvez
guantifier de 0,2 a 100 mg par litre de protéine (BSA). Des kits commerciaux d’OPA existent. Attention,
cependant, car I'OPA est toxique et en particulier pour les organismes aquatiques (H400). Pensez a traiter

convenablement vos déchets !

5. Utilisation de I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC)

Nous vous proposons le mécanisme suivant (fig. 109) basé sur la réaction d’un groupe amino nucléophile
sur un résidu isothiocyanate. La méthode de dosage des protéines en présence du rouge de pyrogallol a
été décrite par Fiorina et al. (2001). Le principe est simple : le rouge de pyrogallol combiné avec le
molybdate forme un complexe qui absorbe a A = 460 nm. En milieu acide (pH 2,5), ce complexe interagit
avec les protéines via probablement des interactions électrostatiques (entre le groupe SO3~, pKa=1,9, et
les protéines chargées positivement lorsque pH < pHi, avec les résidus lysyls chargés positivement
R-NHs.). Ces interactions électrostatiques entre le complexe ion molybdate-rouge de pyrogallol (R-S0s-)
et les protéines (R-NHs.) provoque un effet bathochromique, c’est-a-dire un déplacement du maximum
d’absorption, Amax, @ 600 nm (Watanabe et al., 1986). Il en résulte une modification de la longueur d’onde

d’excitation et de la longueur d’onde d’émission.
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Figure 109 : Mécanisme réactionnel probable entre I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) et le résidu

amino d’une protéine. (A. N. pour addition nucléophile). A ex =350 nm ; A em =430 nm.

CHAPITRE 7. Les méthodes utilisant la diffusion de |a
lumiere ou Rayleigh Light Scattering Method

9. Si on résumait un peu...

Parmi les nombreuses méthodes que nous vous présentons tout au long de ce livre, nous comprendrons

gu’a ce stade vous vous posiez de nombreuses questions. Les études de Zaia et al. (1998) et de Williams et

al. (2003) ont porté sur la comparaison de différentes méthodes de dosage des protéines, en présence ou

non d’agents potentiellement interférents, afin de permettre a I'expérimentateur de pouvoir choisir en

toute connaissance de cause.

Quelle méthode choisir finalement ?

Le tableau 31 — bien que non exhaustif — peut vous aider en proposant les limites de détection des différentes

méthodes que nous vous avons présentées jusqu’ici. Vous remarquerez que nous ne les avons pas toutes exposées.

Méthode

Réactifs

Zone de
concentration
pour laquelle
le signal est
linéaire
(mg/L)

Références
bibliographiques

Limite de détection
(ne/L)
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F Chrome Azurol S (CAS) 5-80 — Saito et al., 1985
(protéine =
HSA)

Eosine Y 0,02-0,21 — Gao et al., 2007
Erythrosin B 1,36-20,40 — Ma et al., 1996a
a, B, v, 8-Tetra(4'- 0,09-12 60 Li et al., 1996
carboxyphenyl)porphin
(TPCC)
Doxycycline europium 9,2-34,5 115 Jiang et Luo, 2004
Aluminum tetrasulfonated 0,10-4,0 40 Li et al., 1999
phthalocyanine (AlISsPC)

F Magdala red 0,1-4,0 100 Qin et al., 2000

F Nanoparticles (CdS fonc- 0,1-3,0 10 Wang et al., 2002
tionnalisés)

F Rhodamine 6G 1,0-31 320 Liu et al., 2005

R Carboxyarsenazo (CAA) 0,10-15,3 —_ Yao et al., 1999

R Quercetin (QT) 0,0-4,5 59,8 Feng et al., 1999

R Chrome Azurol S (CAS) 0,0-1,0 20,0 Wei et al., 1998

R Chlorophosphonazo Il (CPA 0,0-3,6 18,5 Liu et al., 2001c
1)

R 4-Chromotoropic acid 0,2-4,0 75,0 Guo et Shen, 2000
phenylfluorone (ACAP)

R Alizarin Red S 0,2-24,9 9,59 Zhong et al.,

2004a

R Bromothymol blue (BB) 7,0-70,0 3,75 Vidal et al., 2003

R PSbMoB 0,05-5,0 54 Long et al., 2004

R Ponceau G 0,2-7,5 17,5 Yang et al., 2003

R Dibromochloro-arenazo- Al3+ | 2,50-50,0 123,4 Jiaetal., 2002

R Gold nanoparticle 0,0015-0,35 0,45 Liu et al., 2006

S Biuret 200-1700 — Zishka et Nishi-

mura, 1970
S Folin-Phenol (5-10) x 10s 10s Lowry et al., 1951
S Bradford (1-60) x 10 5000 Bradford, 1976

Tableau 31 : Comparaison des différentes méthodes pour le dosage de la BSA (albumine de sérum bovin) :

F = méthode fluorescence ; R = méthode RLS ; S = méthode spectrophotométrique (les plus communes).

CHAPITRE 8. Et les autres méthodes, autres que
chimiques ?

Nous nous sommes attelés dans ce livre a décrire des méthodes chimiques pour doser les protéines. Sans
doute en avons-nous oublié. Ce compendium des méthodes chimiques de dosage des protéines a pour
objet de décrire précisément les protocoles, de prévenir les erreurs éventuelles, d’expliciter les origines
possibles de dosage sur- ou sous-évaluées. Ce livre veut surtout ne présenter que les méthodes chimiques
dont il était possible de décrire les fondements du dosage. Faute de publication ou de description dans

des livres, nous avons parfois proposé notre hypothése mécanistique.

Il existe cependant d’autres méthodes que les méthodes chimiques pour doser des protéines : ce sont les

méthodes physiques. Ce livre n’a pas vocation a les décrire, mais nous ne pouvions pas, dans cette
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conclusion, ne pas vous proposer une rapide description des méthodes physiques pour doser des

protéines.

3. Utilisation des analyses spectrales : comment s’y retrouver ?
Outre les méthodes chimiques, les protéines peuvent étre dosées par des méthodes physiques basées sur
I’'absorption d’ondes électromagnétiques. Ces techniques spectrales sont adaptées a toutes les protéines
et tous les systemes « aliments », y compris des systémes protéiques non liquides comme la viande
(Kumar et Chandrakant Karne, 2017). Les protéines peuvent étre dosées sur une grande partie du spectre
électromagnétique (fig. 142), des UV a I'infrarouge en passant par le visible (cas décrit dans ce livre avec

I'usage de chromophores).

o (em?) 12,5100 4.10° 4.102 2-10t nombre d'onde
FIR
0’8 _ 5.102
2 (um) 1 10! 102 longueur d'onde

Phe,Tyr,Tr;;\“\, ,—"""

-(C=0)-(NH)- i H
d ined rayons microondes ondes

omaine aes X radio
103 1072 10 1 10t 102 103 104 10° A (um)
excitationdes électronsdela tran:\s.ltlon V|b'rat|0n5des . i
couche K et émissionen Rx  CMergetique des molécules (et des rotation des molécules
électrons liaisons atomiques)

longueur d'onde
Nombre d’'onde gue
. croissante
croissant
A
énergie croissante

Figure 142 : Spectre électromagnétique qui permet le dosage des protéines par des méthodes physiques :

ultraviolet (UV) et infrarouges, proche et moyen infrarouge en particulier (NIR et MIR).

Les groupes amino (liaisons N-H) pourraient servir a doser les protéines, mais leurs pics d’absorption en infrarouge
se confondent avec celui d’autres liaisons. Les liaisons amide | (c’est-a-dire (C = O)-(NH) ou liaison peptidique)
absorbent au nombre d’onde de 1 700 a 1 600 cm-1(Singh, 1999) et servent a étudier les structures secondaires des
protéines (hélices a, feuillets 3...). Les régions d’absorption IR des bandes amide | et Il servent aussi servir a doser les
protéines (fig. 144).
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Figure 144 : Spectre d’absorption en infrarouge (MID) d’un échantillon de fromage de brebis affiné, avec

en encart détaillant la région spectrale correspondant a I'absorption des protéines (schéma inspiré de

Pereira et al., 2020 et de Baldassarre et al., 2012).

d. Le proche infrarouge (Near Infra-Red, NIR)

Grace a la méthode mathématique de la PLS, le résultat reliant les données obtenues par la méthode de Dumas et les

spectres NIRS peut étre présenté (fig. 149). Une analyse de la teneur en protéines par la méthode de Dumas colte

environ 25 euros par échantillon quand une analyse par NIRS colte moins de 5 euros (Ingle et al., 2016).
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Figure 149 : Prédiction de la teneur en protéines par NIRS, régression PLS réalisée avec les valeurs

obtenues par la méthode de Dumas. Selon Ingle et al. (2016).

4. Utilisation de méthodes séparatives
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d. L’électrophoreése des protéines sur gel de polyacrylamide polymérisé (PAGE)

La PAGE consiste a faire migrer dans un gel poreux de polyacrylamide, a travers un champ électrique, un
ensemble de protéines. Le maillage du gel d’acrylamide est déterminé par la proportion des monomeéres
servant a la syntheése du gel, I'acrylamide et le N,N’-méthylene bisacrylamide, C (acrylamide/bisacrylamide
en % m/m), et par la concentration totale en monomere, T (acrylamide + bisacrylamide en % m/v). Les
monomeres sont polymérisés par addition radicalaire, en présence d’un agent réticulant, le TEMED (N, N,
N’, N’-tétraméthyléthylenediamine), par dégradation d’un donneur de radical, généralement du
persulfate d’ammonium, sous lumiére UV ou visible. Pour des valeursde T=5% m/vet C=5% m/m (5%
de bisacrylamide), la porosité du gel est de 20 nm. Pour T =5 % m/v et C = 30-50 %, la porosité du gel est
de 500 a 600 nm (Hames et Rickwood, 1990). Une fois le gel polymérisé (désormais, il est possible de
trouver des gels de PAGE tout préts, mais certains chercheurs préferent encore parfois fabriquer leur
propre gel), le mélange de protéines est déposé a I'aide d’une seringue dans un puits avant que la plaque
de polyacrylamide soit soumise a une différence de potentiel entre les deux extrémités du gel (fig. 154).

Certes, la différence de potentiel détermine la vitesse de migration électrophorétique des protéines. [...]

A) Puits de dépdt des échantillons B) Native-PAGE
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Figure 154 : A) principe de I'électrophorése en gel d’acrylamide, dite PAGE (PolyAcrylmaide Gel
Electrophoresis), basé sur la migration des protéines (espéces chargées par définition) dans un champ
électrique. B) électrophorése native de protéines de lactosérum, -Lg = 3-lactoglobuline, a-Lb =
o—lactalbumine, BSA = Bovin Serum albumin, Ig = immunoglobuline C) Le dosage s’effectue par un scan du
gel, un densitométre, I'intensité colorée étant proportionnelle a la quantité de protéine. Mr : migration
relative : Mr = [distance de migration des protéines] / [distance de migration du bleu de bromophénol, le
bleu de bromophénol n’interagissant pas avec les protéines et servant de marqueur de ligne de front de

migration.
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Conclusion

Rien de tel pour conclure que de comparer, finalement, les performances des différentes méthodes
présentées dans ce livre. Le tableau 42 permet de réaliser un comparatif rapide de toutes les méthodes
de dosages des protéines abordées ici. Ce comparatif est réalisé sur la base des limites de détection (LOD)
et des limites de quantification (LOQ). Cependant, ce tableau ne rend pas compte du degré d’expertise
exigé, du temps de préparation avant un usage routinier, de la trop forte spécificité, du colt des dosages,
des faux positifs, des sur- ou sous-évaluations possibles. Soyez prudent avec ces méthodes modernes

rapides et finalement trées attirantes. Assurez-vous avec une autre méthode que vous dosez bien les

protéines...

Méthodes LOD LOQ Références bibliographiques
Kjeldahl 90 mg/kg * 300 mg/kg * | van Reeuwijk et Houba, 1998
Dumas 60 mg/kg 200 mg/kg Beljkas et al., 2010
Biuret 30 mg/L 110 mg/L Finete et al., 2013
Bradford 11 mg/L 35 mg/L Finete et al., 2013
Lowry ou Markwell 9 mg/L 30 mg/L Finete et al., 2013
BCA (micro) 1 mg/L 2 mg/L Li et al., 2020

2 mg/L 6 mg/L Hussain et al., 2019
UV (micro) 7 mg/L 21 mg/L Ehnert et al., 2021
ATR-FTIR 30 mg/L 80 mg/L Szentirmai et al., 2020

18 mg/kg 54 mg/kg Uysal et al., 2019
RP-HPLC + UV 2,4 mg/L 7,4 mg/L Hussain et al., 2019
RP-HPLC + DAD 3a8mg/L 9324 mg/L | Ostertaget al., 2021
HPLC + ELSD 0,8 mg/L 2,3mg/L Hussain et al., 2019
SDS-PAGE — Coomassie 62 g/kg 187 g/kg Uysal et al., 2019
PAGE coloration a I'argent 0,01 mg/L° 0,1 mg/L? Heukeshoven et Dernick, 1985
Electrophorése capillaire (CGE) | 0,0420,2g/L | 0,140,5g/L | Cianciulli et al., 2012
ELISA 0,5 mg/kg 1,6 mg/kg Nguyen et al., 2019
protéines d’oeuf 0,4 mg/kg 4 mg/kg Chenetal., 2019
2S-albumine de noix de cajou
Biocapteur (ELISA-sandwich et | 1 mg/L 3a5mg/L Voir paraphe précédent
électrochimie)

Tableau 42 : Limite de détection (LOD, Limit of Detection) et de quantification (LOQ, Limit of

Quantification) de différentes techniques de dosage des protéines. LOD est généralement déterminée par
la valeur du rapport signal-sur-bruit de 3 ou 3,3 et LOQ par la valeur du rapport signal-sur-bruit de 10. Le
rapport signal-sur-bruit est déterminé pour une valeur de signal qui soit 3,3 ou 10 fois supérieure a la
variation standard o, calculée avec 'analyse 10 fois répétée d’un blanc. RPHPLC + UV : HPLC en phase
inverse (Reverse Phase) avec un détecteur UV ; HPLC + ELSD (HPLC Coupled to an Evaporative Light
Scattering Detector) une HPLC avec un détecteur laser a détection de diffraction de lumiére sur plasma.
*Kjeldahl : Calcul basé sur une descente de burette de 0,15 7 0,02 mL d’HCI 0,01 M (intervalle de
confiance a 5 %) soit une valeur moyenne a, 019 mg/g d’azote avec un écart-type standard de 0,0048, soit
une LOQ (coefficient de 3) de 0,016 mg d’azote par g soit 16 mg-N/kg d’échantillon et un coefficient de
transformation K de 6,25. ° PAGE-argent : 1 ng/bande pour 100 pL déposés, soit 1 ng/100 pL.

360 références bibliographiques
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