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SUR LA D]~TERMINATION DE QUANTITIES D'AZOTE P U RIQ U E DE L 'ORDRE 
DE io A 40 GAMMAS 

APPLICATION AUX ACIDES NUCL]~IQUES, NUCLt~OPROTt~IDES, TISSUS, 
MICROORGANISMES 

par 

R. VENDRELY 

Laboratoire de Morphologie exp~rimentale et de physiologie cellulaire, Universit~ libre de 
Bruxelles (Belgique) * 

Toutes les m6thodes anciennes et r4centes concernant le dosage des bases puriques 
n'envisagent en gdn6ral que l'6valuation pr6cise de quantit6s d'azote de l'ordre de 
500 ~t I.OOO gammas ou davantage. Nous les 6num6rons pour m6moire. Ce sont les 
techniques de SALKO'vVSKI 1, de KRiJGER ET SCHMIDT 2, SCHMIDT ET ENGEL 3, de SCHMIDT 4, 
de GRAFF ET MACULLA 5, de RAEKALLIO 6, de WIAME 7. Toutes sont bas6es sur des prin- 
cipes voisins et comportent une ou deux prdcipitations des purines en un complexe 
argentique ou cuivreux, avec parfois alternance des deux proc6d6s. Nous avons assez 
r6cemment pr6sent6 une technique analogue utilisant le cuivre s, mais pour laquelle 
nous avons 6tudi6 d'une mani6re plus compl6te Faction de l 'hydrolyse acide sur des 
m61anges complexes, met tant  en garde ~t la lois contre une 6ventuelle destruction des 
bases pufiques lots d 'un chauffage trop prolong6 et contre une surchage protdique 
lors d'un chauffage trop bref. 

Notre technique simple et relativement rapide s'est r6v616e tr~s fiddle et tr~s 
prdcise; c'est pourquoi, connaissant en outre l'insolubilit6 tr~s grande des combinaisons 
cuivreuses des purines (la solubilit6 variant de I p. 200.000 ~ I p. 360.000 suivant les 
purines), nous avons song6 ~t l 'adapter ~t la ddtermination de quantitds tr~s faibles 
d'azote purique. Par  une telle mise au point, nous pensons rendre de grands services 
aux cytochimistes et ~ tout chercheur s 'at taquant ~t des mati~res rares ou peu riches 
en substances nucl6iques. On connalt aussi par ailleurs l 'importance toujours croissante 
que prend l'6tude du rhle des acides nucl6iques et l'intdr4t qu'il y a par consdquent h 
possdder une m6thode de dosage aussi sp6cifique que possible permettant  l 'estimation 
de quantitds extr4mement rdduites de ces acides. 

Lorsqu'on op6re sans pr6caution sp6ciale sur un mat6riel complexe, (tissus, 
microorganismes), le dosage exprime l'ensemble des purines libres et des purineslcom - 
bin6es en nucl6otides, nuclgosides, acides nucl6iques. Quand on d6sire doser les seuls 
acides nucldiques, il convient de se ddbarrasser au pr6alable des bases fibres, des nucl6o- 
sides et des mononucl6otides en 6puisant les tissus ou les microorganismes par l'acide 
trichlorac6tique ]roid; l 'hydrolyse chlorhydrique puis le dosage des purines portant 
sur le r~sidu d'6puisement. 

La technique que nous allons d6crire repose sur le m4me principe que celle pr6cd- 
demment publi6e, mais comporte toute une s~rie de modifications et d'adaptations qui 
n6cessitera une rddaction d6taill6e de ses principales phases. 

• Adresse actuelle de l 'auteur: Laboratoire de Biochimie, Facult6 de M6decine, 
Strasbourg (France). 
Bibliographie p. ~oo. 



96 R. VENDRELY VOL. 1 (I947) 

I'RINCIP]~: 

I ° La mati~re ~ analyser (acide nucl6ique - -  tragment de tissu ou d'organe) 
est hydrolys6e en milieu C1H N. 

2 ° Les purines lib6r6es par hydrolyse sont sdpar6es ~ l '6tat pur par deux pr6cipi- 
rations successives ea  un complexe cuivreux. 

3 ° L'azote des bases puriques ainsi s6par6es est d6termin6 par micro Kjeldahl, 
apr~s min6ralisation. 

TECHNIQUE 

I. Hydrolyse 
On utilise pour effectuer l 'hydrolyse, de petits ballons d 'une capacit6 totale de 

3 k 4 cc ferm6s par un bouchon et surmont6s comme r6frigdrant soit d 'un mince tube 
de verre soit, pour les hydrolyses de longue dur6e, d 'un mod&le plus efficace ~ circulation 
d'eau. 

La prise d'essai est mesurde avec une pipette de LINDERSTROM-LANG s'il s 'agit 
d 'une solution, ou exactement  pes6e s'il s 'agit d 'un tissu. On ajoute suffisamment 
d'acide C1H d 'un titre convenablement choisi pour obtenir un volume total de 1,2o £ 2,0 
cc et un titre final I N. 

Le chauffage s'effectue de prdf6rence dans un bain de paraffine muni d 'un thermo- 
stat. Les micro-ballons y sont immerg6s jusqu'au niveau sup6rieur du liquide qu'ils 
renferment et chauffds 2 heures s'il s 'agit d 'un acide nucl6ique, 8 heures s'il s 'agit d 'une 
substance complexe. 

Apr~s hydrolyse le mdlange est refroidi par immersion dans un bain d 'eau froide. 
Au moyen d 'une pipette munie d 'une poire en caoutchouc, on pr61~ve l 'hydrolysat  et 
on le filtre sur un micro-filtre poreux (ScHOTT, lena 12 G-3), directement dans les 
tubes £ centrifuger coniques (capacit6 5 cc) oh s'effectuera la pr6cipitation des purines. 
Une aspiration ldg&re facilite la filtration, le tube ~ centrifuger se t rouvant  plac6 
l ' int6rieur d 'une fiole h vide. On effectue 2 k 3 lavages du petit ballon avec chaque fois 
112 cc d 'eau distill6e que l 'on verse ensuite sur le filtre poreux. Le m6me filtre peut 
servir plusieurs lois. 

• Le filtrat (2 k 3 cc) renferme la totalit6 des purines correspondant £ un essai. 
On l 'am~ne k l'alcalinit6 (indicateur : rouge de m6thyle : I goutte) * avec de la soude 

4o% en agitant au moyen d 'un tr~s fin agitateur de verre, puis on revient en milieu 
acide par  addition de quelques gouttes d'acide ac6tique ~ lO%. 

2. Prdcipitation des purines 
Les tubes garnis de la liqueur d'hydrolyse sont placds dans un petit  bain d 'eau 

bouillante. (Si le chauffage entralne k ce stade la formation d 'un pr6eipit6, il est n6ces- 
saire de l'6liminer par centrifugation, de transvaser le liquide dans de nouveaux tubes 
au moyen d'une pipette ~ poire et de laver le culot avec 1/2 cc d 'eau acdtique en joignant 
cette eau de lavage k la fraction principale). 

a. I ~r* prdcipitation. On ajoute successivement ~ l 'hydrolysat,  en agitant chaque 
lois, 5 gouttes de solution de mdtabisulfite ~t 30%, 4 gouttes de SO4Cu k lO% ; il se forme 
un fin prdcipit6 visible en contrejour qui se colore peu ~ peu par  surchage d 'oxyde 

* Solution obtenue en dissolvant o,25 g de rouge de m6thyle dans 2oocc d'alcool 
9 o°, ioo cc d'eau distill6e. On laisse reposer 24 heures, on filtre. 
Bibliograph~e p. too. 
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cuivreux. On retire les agitateurs en les lavant avec quelques gouttes d'eau. Par  centri- 
fugation 5 minutes ~ 3.000 tours-rain, on rassemble un culot brun~tre tr~s perceptible. 
La liqueur surnageante est d6cant6e au moyen d'une pipette ~t poire ; i] est pr6f6rable 
de laisser 2 £ 3 mm de liquide au-dessus du prdcipit~. 

b. Ddcomposition du complexe cuivreux. Le culot repris par 1,5 cc d'eau distillde 
chaude, est replac6 dans le bain-marie. On ajoute 4 gouttes de solution de sulfure neutre 
de sodium * et 6 gouttes d'acide acdtique k lO% (2 gouttes de plus si, ult6rieurement, la 
liqueur tarde k s'6claircir). 

On agite soigneusement au moyen des agitateurs. I1 se forme un pr~cipit6 noir 
plus ou moins colloidal (sulfure de cuivre et 

~lOmm 

Face Profil 

,':/OleS ~ rnin#ro/isotlOn 

Fig. z. 

ifl 
Petit bo//on 

pour hydrolyse 
(Copocn~: ~c5) 

pour micromin~ralisation (Voir Fig. 

soufre), qui, peu ~ peu, par chauffage prolong6 au 
bain-marie (20 ~ 25 minutes) se rassemble ; la 
liqueur presque incolore doit 8tre parfaitement 
limpide. 

On centrifuge et transvase sans perte au 
moyen d:une pipette ~ poire la presque totalit6 
de la liqueur dans une nouvelle s~rie de tubes 
coniques pr6par6s ~ cet effet. La pipette ufilis6e 
est lavde par aspiration d'un peu d'eau (1/2 cc) 
que l'on verse sur le Fr6cipit6 r6siduel, ceci ~ 2 
reprises; le pr6cipit6 d61ay6 soigneusement est 

nouveau s6par6 par centrifugation, l 'eau de 
lavage est ajout6e au liquide initial. 

c. 2e prdcipitation. L'ensemble desliqueurs 
ainsi r6unies est pr6cipit6 une nouvelle lois par 
le bisulfite et cuivre comme pr6c6demment. Par  
centrifugation de 5 minutes on obtient un 
liquide que l'on dlimine avec la pipette k poire 
et un culot qui, repris ~ son tour par de tr~s 
faibles quantit~s d'eau (3 ~ 4 fois 0, 4 cc), est 
entrain6 k la pipette dans les fioles sp6ciales 

I). 

3. Ddtermination de l'azote du prdcipitd purique 
a. Mindralisation. R6actif pour mindralisation : De l'acide sulfurique pur pour 

analyse est soumis h une 6bullition de 15 minutes en pr6sence d'un exc~s de mdlange 
catalyseur (5 g pour 50 cc S04H2). Nous utilisons le mdlange suivant : Se pulv6risd, 
I partie + SOaHg, 5 parties + SO4K~., 3 ° parties. L'acide parfaitement d6shydrat6 
est transvasd bouillant dans une fiole h fermeture dmeri pr6alablement chauff6e. On 
ferme et laisse refroidir. La liqueur claire surnageante est seule utilis6e. Ce r6actif se 
conserve en bon 6tat pendant plus d'un mois si l 'on prend quelques pr6cautions contre 
la rehydratation. 

Technique : La prise d'essai, suspension aqueuse du complexe purique, est ~va- 
por6e h sec k l'6tuve ~ lO5 ° directement dans le tube h min6raliser. 

Ceci termin6 on fait tomber au fond de la fiole quelques filaments de laine de verre 

* Saturer NaOH A I p. cent avec SH,, ajouter un volume 6gal de Na0H k i p. cent. 

Bibliographie p. 1:oo. 
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prdalablement lavde k l'acide chromique et k l 'eau distillde. Une petite m&che de ces 
filaments tr~s fins est coup6e sur une longueur de 3 k 5 m m  au-dessus de l 'axe du tube. 
On ajoute ensuite 80 >, de r4actif pour min6ralisation. On dispose les fioles en dventail 

/;'-:, 

Fig. 2. 

sur une plaque d 'amiante  (6paisseur 
4 mm) percde de petits trous de 
2 ram. de diam~tre, en appuyant  
leur partie sup6rieure contre un 
anneau ,mdtallique dchancrd. La 
plaque d amiante recouvre la r6sis- 
tance (60o watts) d u n  r6chaud 
6lectrique (Voir Fig. 2). Le chauf- 
fage d'une dur6e totale de 30 minu- 
tes est discontinu. On coupe le cou- 
rant suivant besoin en se conten- 
rant de maintenir une 6bullition 
douce (l'acide monte et retombe le 
long de la paroi X un tiers environ 
de la hauteur totale du tube). 

La min6ralisation termin6e, 
on laisse refroidir les tubes et re- 
prend le produit de l 'at taque par 
I cc d 'eau distillfe. 

b. Distillation. On utilise l 'appareil de MARKHAM 10 (se r6f6rer k la publication de 
cet auteur pour sa description et son emploi). 

Le chargement de l 'appareil se fait avec une pipette k poire, les t ides  "~ min6raliser 
sont lav6es k 2 reprises avec I cc d'eau. La soude (0,6 cc) est introduite darts l 'app~reil en 
fonctionnement en soulevant Mg&rement le bouchon dmeri de l 'entonnoir k chargement, 
un ringage avec un 6gal volume d 'eau est effectual de la m6me mani~re. 

On recueille le distillat dans de petits r6cipients de 3,5 cc constitu6es par la base 
d 'ampoules de 5 cc coupdes ~ l'encolure et renfermant  9 ° X d'acide sulfurique N/3o, 
I goutte d' indicateur (Voir formule page 3) et 4 gouttes d 'eau distill6e. L'extr6mitd 
du r~frig6rant plonge dans l'acide par un tube effil6 qui sera lav~ ext~rieurement ~ la 
fin de la distillation au moyen de 2 gouttes d 'eau.  La distillation de 2 cc environ se fait 
en 5 a 7 minutes. 

c. Titrage. On utilise pour le titrage une buret te  de LINDERSTRI3M-LANG 9 de 
capacit6 IOO X. 

Dans un premier temps on ddtermine la valeur en N de la soude N/3o utilis~e 
en choisissant un virage facile ~t saisir par l 'exp6rimentateur (jaune champagne par  
exemple). 

On effectue ensuite le titrage d 'au moins 3 essais k blanc comparat ivement  ~ la 
t i tration initiale soude-acide (teinte 6quivalente). 

Enfin on titre les essais proprement  dits (minimum de 3 essais) toujours com- 
parat ivement  au virage initial. 

4, Calcul des rdsultats. 

Rien de particulier s i ce  n 'est  que nous faisons intervenir une correction calcuMe 
en tenant  compte de la destruction des bases puriques au cours de l 'hydrolyse. Voir 
Bibliographie p. roo. 
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le Tableau I se rapportant k chaque base purique prise isol@ment : ad6nine, guanine et 
leur m@lange ~quimol@culaire tel qu'on le rencontre dans les acides nucl@iques de type 

courant. 

TABLEAU I 

Correction /~ apphquer au r6- 
sultat obtenu apr~s hydrolyse 
de la mati6re @tudi6e pen- 
dant une dur@e d e . . .  heures 

multiplier par . . . .  pour 
Ad6nine . . . . .  

Guanine . . . . .  

M61ange 6quimol@culaire 
Ad6nine-Guanine 

1.OOO 

I .OOO 

I .OOO 

I . O I O  

I .OOO 

1 . O 1 2  

2 

i.o3 ° 

I . O I O  

1 . 0 2 2  

1.o45 

1 . O 1 2  

I.O38 

I.IO 4 

1.036 

1 . 0 7 I  

1.256 

I.O75 

1 . 1 6 5  

La technique que nous prdconisons nous a donn6 de bons r@sultats appliqu6e h 
l'dtude d'acides nucl6iques et de nucldoprot6ides. Ainsi pour une prise d'essai d'acide 
nucl6ique renfermant IIO,I y d'acide pur soit 11,78 y d 'N purique nous avons obtenu 
au cours de trois s6ries d'exp6riences respectivement 11,54 7--12,4 ° 7--11,86 y. L'ana- 
lyse de 3 6chantillons diffdrents de granas de tabac * nous a permis d'en estimer la 
richesse en N purique k o,I83 p. cent--o,I59 p. cent--o,I54 p. cent (dosages effectu@s 
suI des quantit~s d'azote variant de 9 Y a 32 y). Nous avons v@rifi~ en outre que de 
fortes quantit6s de levure (15 fois le poids de l'acide mis en oeuvre) ou de prot@ine 
dtrang~re (25 fois le poids de l'acide) ne gSnaient pas la pr6cipitation et le dosage. 
Nous avons trouv6 par exemple pour un mdlange d'acide nucl6ique et de levure dans 
les proportions indiqu@es ci-dessus 19,9o y e t  pour la levure seule 4,48 y ; la diff6rence 
s'exprime par 15,42 y (valeur attendue 16,5o y d 'N purique). La richesse de la levure 
en amino purines, estim@e ~t partir de ces doses tr~s faibles est de 0,64 p. cent, r6sultat 
encore tr@s en rapport avec ceux obtenus habituellement. 

Analysant des oeufs de grenouille dont la teneur prdcise en N purique nous 6tait 
inconnue, nous avons trouv@ pour deux essais portant chacun sur 15 oeufs, respective- 
ment 42,95 y et 43,59 Y. Un oeuf renfermerait en moyenne 3,IO y d 'N purique, soit 
sensiblement 0,08 p. cent du produit frais si l 'on 6value le poids de l'unit6 5, 4000 y. 
Des essais effectu@s sur des quantit6s d'oeufs croissantes 4, 8, I2 oeufs d 'une autre 
ponte, nous ont donn6 14,61 , 26,Ol, 44,55 Y, soit en moyenne pour un oeuf : 3,65, 3,25 
et 3,71 y de N purique. On voit que l'on peut @tre satisfa't de la technique indiqu@e ; 
cependant il ne faut pas consid~rer les r6sultats obtenus comme exacts ~ plus de 5 P. 
cent pr@s, lorsqu'il s'agit de doses faibles d 'N purique (8 k 15 y) ; ceci est plus inh6rent 
au titrage final lui-m@me qu'k la m6thode utilis@e. Une appr6ciation ~t 5 P- cent pros 
est malgrd tout ddjk tr~s suffisante pour mener k bien l'6tude de nombreux probl6mes 
biologiques. 

• Nous devons ce mat@riel ~. l'obligeance de Monsieur le Professeur JEENER, qui 
s'est toujours int6res'~6 ~ notre travail. Nous sommes heureux de lui adresser nos tr~s 
sinc~res remerciements. 
Bibliographie p. zoo. 
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I~SUM~ 
Une mic romTthode  pour  le dosage de pe t i tes  quan t i t6 s  d ' az0 te  pur ique  ( i o - - 5 o  Y NI 

est d~cri te en d6tai]s. 

S U M M A R Y  

A m i c r o m e t h o d  for the  e s t ima t i on  of smal l  a m o u n t s  of pur ines  n i t rogen  ( IO--5oy N) 
is descr ibed in details .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Ausfi ihrl iche Beschre ibung einer  Mik rome thode  zur  B e s t i m m u n g  yon kleinen 
Pur ins t i cks to f fmengen  ( lO--5o y N). 
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