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248. Le dosage colorimbtrique (rbaetion du biuret) 
de l’azote protbique 

par P. Baudet et C1. Giddey. 
(4 VIII 48) 

Le dosage des protides par colorimetrie Q l’aide de la reaction 
du biuret a dejQ fait l’objet de plusieurs travaux. Les premiers 
auteurs1) ont procede par comparaison des colorations obtenues dans 
des conditions empiriques, avec celles que fournissait une solution 
de reference, preparhe soit 8, l’aide de biuret soit Q l’aide d’une solution 
standard de protides. Lieben et Jesserer2) notamment on constate 
que dam les conditions approprihes, l’intensite et la nuance de la 
coloration etaient identiques pour divers protides (contr6le gravi- 
metrique) et pour leurs produits d’hydrolyse partielle (peptones) 
pourvu que ceux-ci fussent de poids moldculaire &lev6 (non dialysables). 
Robinson et Hogden3) ont fait une etude tres complete des conditions 
dans lesquelles on obtient une coloration stable et d’une intensite 
proportionnelle Q la teneur en azote protdique. Dam ces &udes, les 
protides envisages (proteines totales, albumine, globulines totales) 
Btaient essentiellement ceux que contiennent le sang ou d’autres 
liqueurs physiologiques ou pathologiques (ascite), et le dosage etait 
toujours bas4 sur la comparaison avec une solution de reference B 
concentration connue en azote proteique. 

Examinant le dosage colorimetrique de l’azote proteique, nous 
avons constate dans le cas de la reaction du biuret que la gamme des 
protides et de leurs produits d’hydrolyse partielle susceptibles de se 
prBter Q ce dosage est bien plus &endue qu’on ne l’avait cru (voir 
tableau): en outre, il se trouve que la mesure de l’extinction (photo- 
metre de PuZfrich, dlectrophotombtre de KZett-Xummerson) permet, 
l’appareil une fois Btalonne, de supprimer la comparaison avec une 
solution de reference, ce qui constitue une simplification operatoire 
tr&s appreciable. 

D’aprhs les resultats dont nous disposons actuellement, les 
protides contenant une proportion appreciable d’azote non peptidique 
donnent au dosage colorimetrique des valeurs trop faibles. Cela est 
le cas par exemple pour des muco’ides, et notamment pour les pro- 
tamines. Cela n’est pas pour surprendre, puisque dam la reaction du 

l) Avtenrieth und Mink, Munch. med. Wschr. 62, 1417 (1915); Autenrieth, ibid. 64, 

2, Bioch. Z. 285, 36 (1936). 
3, J. Biol. Chem. 135, 707 e t  727 (1940). 

241 (1917). 
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Tableau - 
Micro- Ecart ' Ecart 

Kjeldahl ' Klett- Pulfrtch- 
mgr. N/ 1 k'ieldahl 1 Kjeldahl 

ern? ' en % I en "/o 

I H e f t  1 Pulfrach I 

N/cm3 em3 
I'roteines mgr. mgr. Ni 

I 0,259 0,240 I 0,255 ~ +1,5 -5,9 

~ ( l 0,365 0,369 

Z-Caseinr . . . . . . . { 1 8 5  1,10 1.06 -0,9 +3.8 
0,365 ~ 0,371 -3 - 1,5 ~-Caseine . . . . , . . 

Edestine . . . . . . . 
(Hoffmtrnn-La Roche) . 
Lysozyme crist.*) 

(Armour, Chicago) 
ProtBines de la phospha- 

tase alcaline du rein de 
porc (selon Albers), 
precipit6s par l'acide 
trichlor acCtique 

PapaIne brute, prCcipitC 
trichloracCt. 

Amylase crist. du pau- 
cr6as de pore*), pr6ci- 
pit6 trichlorac6tique 

Amylase du malt*) (pure 
au p. de vue prot6ique) 

Amylase crist. de salive 

I 
I 
I 
I 

1 
I 
i 
I 

humaine*) 

Pepsine (pharmacopee), 
protides purifies par 
3 precipitations trich- 
loracetiques 

Peptones de la soie 
(Hofjmunn-La Roche) 

Peptones (Merck) dialy- 
sees 3 jours contre 
l'eau distillee 

Proteines de muqueuse 
intestinale du porc, 
a p r h  2 precipitations 
trichlorac6t. 

1 
I 

Protamine (sulfate)*) 

0,324 
0,329 
0,301 
0,302 

0,168 
0,169 

0,320 
0,329 
0,296 
0,296 

- 
0,172 

0,333 
0,335 
0,308 
0,296 

0,164 
0,164 

- 2,4 
- 2,7 
- 1,7 
- 2,2 
- 1,6 

- 1,0 
+ 4,0 

- 3,8 
0 

- 1,7 

- + 2,3 
-t3,0 +4,8 

0,345 0,345 0,341 +1,1 + 1,l 
0,345 0,345 I 0:338 

0,130 
0,130 

0,885 
0,590 
0,174 
0,129 
0,435 

0,134 
0,134 

0,903 
0,573 
0,178 
0,132 
0,425 

+2,0 +2,0 

- 2,9 
- 2,9 

- 

- 

- + 2,0 
- 1 +2,8 
- + 2,3 
- + 2,3 

- 0,112 , 0,113 , - 

-~ 0,960 0,900 _- 
._ 0,959 0,898 ' - 

I 
0,438 
0,436 

0,530 
0,530 

0,617 

0,443 1 0,430 
0,444 ' 0,440 

0,560 I 0,548 
0,560 ' 0,548 

- I 0,686 
0,630 _. , _. 

+ 2,3 
- 0,9 

- 3,2 
- 3,5 

- 8,s 
- 

1,03 1,01 ~ 1,95 ' ,".-47 
1,93 i -47 

I 
1,01 

A 

- 2,3 
+ 0,9 

+ 4,4 
+ 6,4 

- 2,3 
t 0,9 

+ 2,2 
-c 1,s 

- 
- 

- 48 
- 48 

*) Echantillons fournis tr&s obligeamment par M. P. Bernfeld, privat-docent 5L 
l'Universit6, auquel nous renouvelons ici l'expression de nos remerciements. 
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hiuret, ce sont essentiellement les liaisons peptidiques qui inter- 
viennent et  non l’azote contenu dans les chainons latbraux se greffant 
sur la chaine polypeptique principale. Ce dosage tres simple et rapide 
permet done de vhrifier par comparaison avec un dosage d’aaote 
RjeZdahZ, la presence Bventuelle de protides contenant une proportion 
apprdciable d’azote non peptidique. 

Cette mdthode est assea precise (Beart d’avec le dosage KjeZdahZ 
& 2%) et trks sensible. La limite de sensibilitd avec l’appareil de 
Klett-Summerson est de l’ordre de 200 y de matiere protdique (30 y 
d’azote proteique) pour la prise examinee dans le volume peut Btre 
de 9,6 cm2 au maximum (voir mode operatoire), ce qui reprbsente 
alors une concentration de 0,002%. Avec le photombtre de Pulfrich, 
la sensibilitd est envifon 4 fois moindre. 

Mode ophratoire. 
lo PrLpration dea solutions colorCes . 

a) En absence de substances g2nantea (sels ammoniacaux, amines, acides aminbs, 

Rbactifs: NaOH L 15%; SO@, aq B 20%. 
Dans un tube L centrifuger, on introduit n cm3 de la solution B closer (au maximum 

9,6 cm3). Cette solution doit &re neutre et contenir au maximum environ 10 mgr. de 
protides (environ 1.500 y d’azote protbique) dans le volume mis en ceuvre. Cette prise est 
portbe B 9,6 cms par addition, d’une burette gradube, de 12- (n+2,4) cm3 d’eau distill6e. 
D’une autre burette, on fait couler 2,4 cms NaOH 15%, ce qui amene la teneur en NaOH 
L 3%. Aprhs avoir homog6n6isk la liqueur par lbgke agitation, on ajoute 0,35 cm3 de 
solution de sulfate de cuivre B 20%. Le prbcipit6 d‘hydroxyde de cuivre eat agitb ’/2 minute 
avec une baguette de verre. Au bout de 10 minutes, la coloration a atteint pratiquement 
un niveau constant. Une centrifugation de 2 minutes L 2000 tjmin. assure une sbdimenta- 
tion du &(OH), en exces, telle qu’on peut dbcanter une liqueur absolument Claire - ce 
qui est essentiel - dans la cuve du photometre. Avec l’appareil de Pulfrich, nous avons 
utilisb une cuve de 30 mm. et le filtre S 53 vert, et  avec 1’61ectrophotom8tre de Kktt- 
Li’urnmrson, une cuve de 14,4 mm. et le filtre 54 vert. La dbtermination de l’extinction 
fournit la concentration de I’azote protBique de la solution photombtr6e en y/cmS B l’aide 
de la droite d’btalonnage de l’instrument. L’azote prot6ique total de la prise Taut alors 
y x 12,35. 

b) E n  prdsence de substances g&mnles. 

polypeptides simples, produits colorbs ou troubles). 

RBactifs supplbmentaires: acide trichlorac6tique B 20y0 ; NaOH B 3%. 
Une prise convenable de solution, ne contenant pas plus de 10mgr. de protides 

(soit environ 1.500 y d‘azote protbique) est prbcipitBe dans un tube B centrifuger par 
addition de son volume d‘acide trichloracbtique iL 20%. On centrifuge 10 minutes B 
3000 t/min. Le cerltrifugeat est filtrb pour retenir le film de protides qui souvent 8e forme 
L l’interface air-solution; on Bgoutte soigneusement le culot et  le porte quelques minutes ti 
1’Btuve A 60°, oe qui xxmet de nBgliger le volume du prbcipith. On verse quelques cma 
NaOH 3% sur le filtE qui retient le film, de manihre B dissoudre ce dernier on pr6leve avec 
une pipette gradube le plus grande partie possible de ce filtrat qu’on verse sur le culot, on 
complete le volume B 12 cms avec cette m6me soude caustique et suspend le prbcipith dans 
le liquide B l’aide d‘une baguette. Apds dissolution intbgrale (vBrifier l’absence de parti- 
cules gblatineuses qui restent parfois en suspcnsion) on introduit les 0,36 cms de solution 
cuprique. La suite des tp&ations est la meme que sous a). 
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Comme Robinson et  Hogden l‘ont d6j& ronstat6, la centrifugation peut &re remplac6e 
par une filtration sur papier, mais seulement Q la condition dutiliser des filtres sans 
cendres; le papier ordinaire, comme le coton, diminue de fapon perceptible l’intensitk de la 
coloration. 

2O Etalonrqe. 

Kous avons Btabli une courbc d‘Ctalonnage avec une solution neutre de caseinate dc 
sodium, prepar6e avec de la caseine pr6cipit6e au point isoAlectrique. La solution est 
filtr6e sup du Supercell pour hliminer un constituant donnant aux solutions un troubles 
gsnant pour la photom6trie. La teneur eu azotc de la solution a 6 6  doshe par semimicro- 
Kjeldnhl. 

En portant en abscisse l’azote prot6ique inis en euvre selon lc proc6d6 a, e t  en 
ordonni?c les coefficients d’extinction K, on obtient une droite (voir fig.), ce qui confirme 
que I’intensit6 de la coloration suit la loi de Beer. L’origine de cette droite n’est pas it 
z6ro, mais & une valeur positive de K qui correspond Q l’absorption de la solution de 
cuprite de sodium (on de C U ~ O H ] ~  colloidal), qui se fornie independamment de la pr6sence 
de complexes biurbtiques. De petites variations dans la concentration de la soude caus- 
tique Q 157; se traduisent par des variations perceptibles de l’absorption Q blanc; celle-ci 
doit donc dtre dkterminbe toutes les fois qu’on utilise do nouvelles solutions de NaOH. En 
portant des 6talonnages faits avcc des solutions diffkrentes de soude caustique dans le 
m6me graphiquo, on constate le parall&lisine des diverses droites. 

Fig. 1. 
- ._ . - .  Droite 6tablie avec 10 Pulfrich (cuve de 30 mm; filtre 8 . 5 3 ) .  

Droite Btablic itvec le Kleti-Summerson (cuve de 14,4 mm; filtre S. 54. 

30 Prkcision et semibilitk. Stubilite‘. 

Dam nos conditions de travail, une erreur de lecture de 0,Ol umtB au Klett-Sum- 
merson correspond A un Bcart de 1 y/cm3 d’azote protkique. Une erreur de lecture de 0,Ol 
unit6 au Pulfrieh entraine une erreur de & 2 y/cm3 d’azote prot6ique. Les lectures sont 
bonncs jusqu’Q une concentration maximum d’environ 120 y/cm7 d’azote, soit 1500 y 
d’azote ou 10 mgr. de protides par prise. 

On peut doser encore un niinimuni de 2,s y/cm3 d’azote proteique, avec Ie Klett- 
Suwarnersolz, soit pour le volume total de 12,35 cm3 environ 31 y N ou 0,2 mgr. de protides 
(calcul6s avec le facteur 6,25). A condition de disposer de 10 cm3 de liquide a examiner, 
on p u t  donc dPceler encore 0,002% de matiAre protkique. Nous avons adopt6 le volume 
total de 12,35 om3 pour la solution terniinee pour la colorimBtrie parce qu’on dispose alors 
d’une quantiti. de liquide qui permet, dans IPS dosages en skric, de rincer chaqne fois la 
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cuve avec la nouvelle solution avant de proceder au remplissage pour la lecture. Si on 
prend soin de secher la cuve avant chaque ophation, on peut se contenter, par dosage, 
d’un volume de 7 cm3 (prise de 5,4 cm3; 1,4 cm3 NaOH 15% ; 0,2 cm3 SO,Cu, aq 20%); 
cela permet de doser en quantite absolne encore un minimum d’environ 0,l mgr. de ma- 
tibre protkique. 

Avec le photombtrc de Pulfrich, la sensibilite est environ quatre fois moindre. 
L’intensit6 de la coloration atteint pratiquement son maximum au bout de 10 

minutes. Avec le Klett-Summerson, on constate apr&s 2 heures une augmentation de 
l’extinction dr 0,Ol unit6 ; l’extinotion reste ensuite longtemps constante pour diminuer 
tees lentement. 

40 Substances gdnant le dosage direct. 

Certains acides arnines tels que le tryptophane, la tyrosine, la methionine, la leucine, 
l’arginine, ne donnent pas de coloration ghante dans nos conditions. D’autres par contre, 
tels que le glycocolle ou l’asparagine, modifient nettement l’absorption optique. I1 en est 
de mbme pour des peptides simples tels que la di- et la triglycylglycine. Les amines (co- 
lamine p. ex.) gbnent Bgalement. Les sels ammoniacaux doivent &re absents: 1 mgr. 
NH, present dans la prise mise en ceuvre augmente l’extinction autant que 1 y d’azote 
prot&ique par cm3. Toutes les fois que de l’ammoniaque, des acides amines, des amines 
011 des peptides simples peuvent btre presents, il faudra donc recourir au dosage apr6s 
precipitation trichloracktique. 

5 O  Qudques rdsultats. 

Le tableau reproduit les resultats de toute une s6rie de dosages individuels. On voit 
que les chiffres fournis par le dosage colorim6trique sont bons, It l’exception de ceux con- 
cernant les deux derniers produits. Les protides de la rnuqueuse de porc donnaient une 
forte reaction de Molisch; elles devaient contenir par consequent des mucines, It azote non 
peptidique en proportion appreciable, ce qui explique 1’6cart en moins pour le dosage 
colorimetrique. Quant It la protamine, le resultat beaucoup trop faible du dosage colorim6tri- 
que 6tait It prevoir, vu la forte proportion d‘acides diamin6s des protamines (2442% N). - 
En faisant abstraction de ces deux derniers produits, la moyenne arithmetique des &carts 
des dosages colorimetriques par rapport aux Kjeldahl s’etablit It - 0,6% pour l’appareil de 
Klett-Summerson, et a + 1,2% pour le Pulfrich. L’erreur pond6rke moyenne, calcul6e selon 
la formule 

s’htablit h rf 2,40/, pour le Klett-Summerson et L & 3 3 %  pour le Pulfrich. - L’ecart 
entre le dosage colorimetrique et l’azote Kjeldahl peut precisement reveler la presence de 
protides B teneur appreciable en azote non peptidique. 

Nous remercions Monsieur Ie Professeur E. Cherbuliez de l’aide et de l’intbret qu’il a 
apprt6s h ce travail. 

R&SUM&. 

La methode de dosage colorimetrique de l’azote protdique, telle 
qu’elle a 6t6 ddcrite, permet, le photombtre une fois dttalonn6, avec une 
protdine quelconque dont l’azote total varie entre 14 et IS%, d’effec- 
tuer des determinations sans solution de rkfbrence. Grace 8, la cons- 
tame pratique du rapport entre azote protdique et azote peptidique 
chez la plupart des protides et leurs ddrivds de poids moldculaire 
BlevP, cette mbthode est d’une application trbs gbnerale. La com- 
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paraison de l’azote protdique trouvd par colorimdtrie avec le rdsultat 
d’un dosage au KjeZdahZ permet de ddceler la- prdsence de substances 
contenant une proportion apprdciable d’azote non peptidique. La 
prdcision du dosage est de l’ordre de 2 % et sa senfiibilitd de l’ordre de 
0,l mgr. de matiere protdique. 

Laboratoire de chimie pharmaceutique de l’Universit6 
de GenBve.. 
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