Labo BCH2733

SECTION : 3, (vendredi matin 1ère semaine)

3/3
LABO 1 : GLUCIDES

80/96
But de l’expérience :3/3 
I. Séparer grâces aux techniques de dialyse (Exp. no1) et de chromatographie par filtration sur gel (Exp. no2) le glucose de l’amidon dans une solution donnée.

II. Déterminer expérimentalement les concentrations en glucose (Exp. No3) et en amidon (Exp. No4) de la solution de glucose et d’amidon avant et après la dialyse, à l’intérieur et à l’extérieur du boudin de dialyse, dans les fractions récoltés par chromatographie et dans des solutions de glucose, amidon, fructose et sucrose.
Résultats et discussion :
R1. 7/10
Tableau 1 : 

Résultats qualitatifs attendus et observés pour les tests de glucose oxydase et d’iode

	Échantillon
	Test de glucose oxydase
	Test d’iode

	
	Attendu
	Observé
	Attendu
	Observé

	Glucose
	+
	+
	-
	-

	Amidon
	-
	-
	+
	+

	Sucrose
	-
	-
	-
	-

	Fructose
	-
	-
	-
	-

	Dialyse : Solution initiale
	+
	+
	+
	+

	Dialyse : Solution finale intérieure
	+
	+
	+
	+

	Dialyse : Solution finale extérieure 
	+
	+
	+
	+


Les substrats qui n’ont pas réagi au test de glucose oxydase sont l’amidon, le sucrose et le fructose. Nous pouvons expliquer ce phénomène par la stéréospécificité de l’enzyme utilisée, le glucose oxydase. En effet, cette enzyme ne réagit qu’avec les molécules de glucose et non avec les autres sucre simples, tels le sucrose et le fructose, ni avec les sucre composés comme l’amidon1. Ces autres sucres ne peuvent pas s’attacher au site actif de l’enzyme, lequel a une forme spécifique au glucose. Comment le test d’iode est + à l’extérieur du bidon? Quells sont les positifs et négatifs.
Dans le test d’iode, ce sont les solutions de glucose, de sucrose et de fructose qui n’ont pas réagi. L’iode ne réagit en fait qu’avec les polysaccharides. Puisque le glucose, le fructose et le sucrose sont des sucre simples, l’iode n’a pas pu s’y lier pour donner la coloration bleu caractéristique au test d’iode, d’où leur résultat négatif à ce test.

R2.6/10
Tableau 2 : 

Résultats de la dialyse sous-titre manquant
	Temps (min)
	glucose

	
	A420 sol int
	c1 (g/l)
	vol. (ml)
	m1 (mg)
	A420 sol ext
	c2 (g/l)
	vol. (ml)
	m2 (mg)

	0
	0.408
	34.56
	10
	3.456
	 
	0
	200
	0

	56.14
	0.666
	11.753
	11
	1.0684
	0.351
	1.2388
	199
	0.0062

	Temps (min)
	amidon

	
	A600 sol int
	c1 (g/l)
	vol. (ml)
	m1 (mg)
	A600 sol ext
	c2 (g/l)
	vol. (ml)
	m2 (mg)

	0
	0.585
	1.1678
	10
	0.1168
	 
	0
	200
	0

	56.14
	0.536
	1.07
	11
	0.0973
	0
	0
	199
	0


Calculs :

C1 du glucose pour t=0 min est 

Aa/Ca=Ae/(0.025/0.6)Ce     où Ce est le C1 recherché et Aa=0,425 et Ca=1,5 mg/ml

Ce=(Ca*Ae/Aa)/(0.025/0.6)

=(1.5 mg/ml*0.408/0.425)/(0.025/0.6)

=34,6 g/l

C1 du glucose pour t=56.14 min est 

Aa/Ca=Af/(0.12/0.6)Cf     où Cf est le C1 recherché et Aa=0,425 et Ca=1,5 mg/ml

Cf=(Ca*Af/Aa)/(0.12/0.6)

=(1.5 mg/ml*0.666/0.425)/(0.12/0.6)

=11,8 g/l

C2 du glucose pour t=56.14 min est 

Aa/Ca=Ag/Cg     où Cg est le C1 recherché et Aa=0,425 et Ca=1,5 mg/ml

Cf= Ca*Af/Aa

 =1.5 mg/ml*0.351/0.425

=1,2 g/l

C1 de l’amidon pour t=0 min est 

Ab/Cb=Ae/(0.025/0.6)Ce     où Ce est le C1 recherché et Ab=0,526 et Ca=0,15 mg/ml

Ce=(Ca*Ae/Ab)/( 0.1/0.7)

=(0.15mg/ml*0.585/0.526)/(0.1/0.7)

=1,2 g/l
C1 de l’amidon pour t=56.14 min est 

Ab/Cb=Af/(0.12/0.6)Cf     où Cf est le C1 recherché et Ab=0,526 et Ca=0,15 mg/ml

Cf=(Cb*Af/Ab)/( 0.1/0.7)

=(0.15mg/ml*0.536/0.526)/( 0.1/0.7)

=1,1 g/l

C2 de l’amidon pour t=56.14 min est 

Ab/Cb=Ag/Cg     où Cg est le C1 recherché et Ab=0,526 et Ca=0,15 mg/ml

Cg= Cb*Af/Ab

=0,15 mg/ml*0/0.526

=0 g/l Analyse pour R2
R3.5/5 Oui, il y a une différence entre le volume final et le volume initial de la solution du boudin de dialyse. Selon le calcul ci-dessous  cette différence est une augmentation de volume à l’intérieur du boudin de 10 %. Ce changement de volume est expliqué par le phénomène d’osmose qui est un mouvement de l’eau de part et d’autre de la membrane afin d’équilibrer les concentrations des particules à l’intérieur et à l’extérieur de la membrane. Ainsi l’eau est entrée dans le boudin pour réduire la concentration des molécules trop grosse pour sortir du boudin à dialyse. 

Calcul :

· Volume initiale dans le boudin de dialyse:10 ml                                                                                  

· Volume finale dans le boudin de dialyse:11 ml
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R4. 10/10 Selon l’équation présentée ci-dessous on peut voir qu’en multipliant la concentration initiale à l’intérieur du tube avec le volume à l’intérieur du tube à dialyse divisé pas la somme des volumes on peut déterminer la concentration de glucose de part et d’autre de la membrane à l’équilibre. Cet équilibre est de 1.6g/l alors que les concentrations de glucose à l’intérieur et à l’extérieur sont respectivement de 11.75 et 1.23 à la fin du laboratoire. Cela signifie que l’état d’équilibre n’a pas été atteint lors de l’expérience de la dialyse.
Ceq=Co V1/ (V1+V2)

Ceq= 34.56 g/l *10ml / (10ml + 200ml)=






=1.6 g/l

Co=34.56 g/l

V1= 10 ml

V2= 200 ml
R5. 5 /8En dérivant l’équation 2 on obtient:


β= ln((C1-Ceq)*(1+α) /Co)/ (-t)

β= Ln((11.753g/l-1.6g/l)*(1+10ml/200ml)/34.56g/l)/(-56.14min)




  =0.021 min-1
Et en dérivant l’équation 4 on obtient :


          D= (β*r^2)/ 2*(1+α)




=(0.021min-1*0.45cm^2)/2*(1+10ml/200ml)



=0.0010cm2/min
Variables et phrase conclusive sont manquants.
R6.6/8 En réutilisant l’équation 2 et en isolant t cette fois on obtient :

 C1=10g/ml
T= ln((C1-Ceq)*(1+α) /Co)/ (-β)

T= Ln((10g/l-1.6g/l)*(1+10ml/200ml)/34.56g/l)/(-0.021min)




T= 65 min

La concentration de glucose à l’intérieur du tube a dialyse serait donc à 10g/l après 65 minutes.
R7.8/10
	Tableau 3 : Résultats de l'élution de la colonne sous-titre

	Fraction
	glucose
	amidon

	no
	élution V (ml)
	A420
	c ( g/l)
	A600
	c ( g/l)

	5
	8,6665
	0
	0
	0
	0

	6
	10,3998
	0
	0
	0
	0

	7
	12,1331
	0
	0
	0
	0

	8
	13,8664
	0
	0
	0,202
	0,07

	9
	15,5997
	0
	0
	0,674
	0,24

	10
	17,333
	0
	0
	0,147
	0,05

	11
	19,0663
	0
	0
	0,009
	0,00

	12
	20,7996
	0
	0
	0
	0

	13
	22,5329
	0,048
	0,17
	0
	0

	14
	24,2662
	0,145
	0,51
	0
	0

	15
	25,9995
	0,23
	0,81
	0
	0

	16
	27,7328
	0,257
	0,91
	0
	0

	17
	29,4661
	0,211
	0,74
	0
	0

	18
	31,1994
	0,136
	0,48
	0
	0

	19
	32,9327
	0,069
	0,24
	0
	0

	20
	34,666
	0,029
	0,10
	0
	0

	21
	36,3993
	0,006
	0,02
	0
	0

	22
	38,1326
	0
	0
	0
	0


Soit la fraction no 9, laquelle a une absorbance à 600 nanomètres de 0,147. Nous pouvons aisément calculer la concentration en utilisant le produit croisé puisque nous connaissons l’absorbance d’une solution d’amidon à 0,15 g/l.

Ainsi,    La concentration recherchée = La concentration de la solution d’amidon connue multipliée par A600 pour la fraction no9 le tout divisé par A600 de la solution d’amidon de concentration connue.

Calcul pour volume d’élution manque.
Concentration recherchée = (0,15*0,674/0,425)
                                          = 0,23788

                                          = 0,24 g/l

R8.4/5
[image: image3.emf]Concentrations de glucose et d'amidon en fonction du volume 

d'élution

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Volume d'élution (ml)

Concentrations (g/l)

glucose

amidon


Sous-titre
Nous n’observons qu’un seul pic pour le glucose et un seul pour l’amidon. Cela correspond à ce que nous nous attendions car nous avions calculés à quelles fractions de la chromatographie est ce que le glucose et l’amidon seraient les plus concentrées. Ces valeurs correspondent aux deux pics obtenus, soit un pic de glucose à la 17ème fraction (donc un volume d’environ 29 ml) et un pic d’amidon à la 9ième fraction (environ 16 ml). Le pic d’amidon apparaît au volume Vo car celui-ci correspond au volume entre les billes et c’est où passe la solution d’amidon. Le pic de glucose se forme environ à Vt car les molécules de glucose passent dans les pores des billes avant de sortir du tube, il faut donc calculer le volume total du tube pour obtenir le volume d’élution nécessaire pour récupérer une concentration maximale de glucose.  

R9. 6/7La capacité de récupération de notre colonne correspond à la proportion entre les valeurs théoriques des volumes d’élution pour ces composés et leur valeur trouvées expérimentalement.

Capacité de récupération (rendement)=

100- (|Valeur expérimentale-Valeur théorique| /Valeur théorique*100)

Rendement pour le glucose= 100-(|27.73-29.39|/29.39*100)= 94%

Rendement pour l’amidon= 100-(|15.6-15|/15*100)= 96%
Nous pouvons conclure de ces rendements que l’amidon peut être séparé presque aussi bien que le bleu de dextran puisqu’il est lui aussi très gros et ne peut pas entrer dans les pores des billes. Le rendement du glucose est un peu moins élevé car il est possible que sa petite taille ait influencé son passage, par exemple que ce ne soit pas toutes les molécules qui aient été ralentie par les pores, ce qui expliquerait le volume d’élution plus petit que la valeur théorique.
R10. 8/8Étant donné que le volume d’élution est le volume de solvant nécessaire pour éluer l’amidon et le glucose après leur dépôt sur la colonne2nous utilisons le volume utiliser d’éluant pour l’éprouvette avec la plus haute concentration de glucose ou d’amidon soit 15.60 ml pour l’amidon et 27.73ml pour le glucose  Notre valeur de Kav la plus élevée est celle du glucose avec 0.885 ce qui s’explique par le fait que la molécule de glucose est beaucoup plus petite que la molécule d’amidon. Donc par le fait même la molécule de glucose prend plus de temps à passer.
 Calcul de Kav  pour l’amidon :
Kav= (Ve-Vo)/ (Vt-Vo)

       = (15.60ml-15ml)/(29.39ml-15ml)

       = 0.041

Calcul de Kav pour le glucose :

Kav= (Ve-Vo)/ (Vt-Vo)

       = (27.7328ml-15ml)/(29.39ml-15ml)

       =0.885

R11. 5/5Si nous diminuions de moitié la hauteur de la colonne, le volume total de la chromatographie serait diminué de moitié. Ce qui réduirait le Volume d’élution et les autres données de volume de moitié. Par contre, le Kav resterait constant car tout aurait diminué de moitié. Par ailleurs, nos données seraient moi précise car nous aurions un échantillon plus petit. Cela pourrait diminuer le rendement de l’expérience.
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