Éléments de biochimie

210-120-AH (hiver 2012)

  Laboratoire 11 
Courbe de titrage d’un acide aminé

Buts :

· À l’aide d’un pH-mètre, produire 2 courbes de titrage : celle de la glycine (GLY) et celle d’un acide aminé inconnu.

· Identifier l’acide aminé inconnu en déterminant  les valeurs de pKa et de pI.

· Calculer la quantité d’acide aminé présent dans l’échantillon.

Théorie :

Un acide peut être défini comme une substance pouvant libérer un ou plusieurs protons en solution aqueuse.  Une base serait celle qui pourrait agir comme accepteur de protons.  Si l’acide est fort, la dissociation sera complète et la valeur de la constante d’équilibre Ka sera élevée ou sa valeur de pKa faible (-logKa).  Donc plus un acide est faible, plus sa valeur de pKa sera élevée.  Par exemple, le pKa de l’acide acétique (CH3COOH, Ka=1,6x10-5 M) est de 4,80 alors que le pKa de l’ion ammonium (NH4+, Ka=5,8x10-10 M) est de 9,24.  Ce dernier est donc moins enclin à céder son proton.

Si le pH d’une solution peut être calculé ou déterminé expérimentalement au moyen d’un pH-mètre, le pKa d’une substance en solution peut être facilement mesuré par le même instrument.  La courbe de titrage obtenue en suivant les variations de pH produites par l’addition d’ions OH- (ou H3O+) est de type sigmoïde où le point d’inflexion correspond à la valeur pKa de la substance en ordonnée.  Ce point correspond au point de demi-neutralisation et à ce moment les concentrations des espèces HA et A- sont identiques :
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À noter que la région entourant ce point est appelée région tampon et correspond à un palier car le pH varie moins suite à l’ajout d’une base forte (ou acide fort).

Tous les acides aminés possèdent au moins un groupement acide et un groupement basique dans leur structure.  Il se peut que d’autres groupements ionisables soient aussi présents.  En titrant par une base forte une solution contenant un acide monoaminé monocarboxylique dans sa forme la plus protonée, il est possible d’obtenir une courbe caractéristique montrant deux paliers, chacun correspondant à la dissociation d’un proton :
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Les constantes d’ionisation (pKa1 et pKa2) de ces deux groupements peuvent être déterminées à partir de cette courbe.  Le point isoélectrique (pI) ou isoionique correspond à la moyenne de ces deux valeurs :

pI = (pKa1   +   pKa2) ÷ 2

Dans le cas où un troisième groupement ionisable est présent, les valeurs pKa1 et pKa2 doivent correspondre aux constantes d’ionisation situées de chaque côté de la forme neutre, c’est-à-dire celle où la charge électrique nette est égale à zéro (forme zwitterion).  Dans ce cas, la courbe de neutralisation montrera 3 paliers.  À noter que lorsque les valeurs pKa sont rapprochées, les paliers ont tendance à se confondre rendant la démarcation entre ceux-ci plus difficile à repérer; consultez les notes de cours au besoin.

Afin que l’acide aminé soit fourni sous sa forme la plus protonée, il est nécessaire de le dissoudre dans une solution d’acide chlorhydrique.  On ne pourra donc pas considérer le zéro abscisse comme point correspondant au 0 équivalent :
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En repérant les paliers, on peut déterminer la valeur de 1 équivalent en volume de NaOH et ainsi distinguer la neutralisation du HCl de celle de l’acide aminé.

Préparation du cahier de laboratoire

Consignes générales pour la session
· Se référer au guide concernant la tenue du cahier de laboratoire disponible à l’adresse suivante : http://langis.adssys.com/210_120

Consignes particulières pour le labo 1
· Préparer 2 tableaux dans lesquels seront placées les valeurs de pH mesuré et les volumes de NaOH ajouté (prévoir environ une centaine de mesures par courbe).

· Prévoir de l’espace pour placer une copie de chaque courbe de titrage.

· Inscrire toutes les données pertinentes à la reproduction de l’expérience.

Traitement des données et production du rapport
1. Le traitement doit se faire avec le logiciel MS Excel; consulter le guide disponible sur http://langis.adssys.com/210_120  (voir aussi p.424 Skoog).
Si le temps le permet, il est possible sur place d’utiliser les ordinateurs disponibles pour saisir les données dans un fichier Excel.  Sinon, le travail qui suit se fait hors classe.

2. Tracez les courbes de titrage avec Excel (pH en fonction du volume de NaOH utilisé).  

3. Déterminez les valeurs des points d’équivalence, des différents pKa et calculez le pI de l’acide aminé inconnu.  Indiquez les coordonnées des points d’équivalence et pKa sur le graphique.

4. Identifiez l’acide aminé inconnu parmi les suivants : GLU, ARG, CYS, HIS ou TYR.

5. Calculez le nombre de mg de chacun des acides aminés dans l’échantillon.

6. Complétez avec une discussion : Comparez les valeurs expérimentales des pKa et de pI  des acides aminés avec celles publiées dans les notes de cours et discutez des possibles causes d’erreur expliquant les différences.  Présentez ces valeurs dans un petit tableau.

7. Le rapport devrait contenir les éléments suivants :

· Page titre (nom du cours, code cours, titre expérience, # inconnu, nom de l’acide aminé inconnu, coéquipiers, date, collège).

· Buts.

· Tableaux des mesures et courbes de titrage.

· Indiquez les informations nécessaires à la reproduction de l’expérience.

· Calcul de la quantité d’AA en mg.

· Discussion (point 6.).

8. Rédigez le rapport à l’ordinateur et expédiez une copie de la version électronique par messagerie au plus tard une semaine après le déroulement de l’expérience.  

9. ATTENTION : VOUS DEVEZ AUSSI REMETTRE UNE COPIE PAPIER 
Matériel supplémentaires 

· Pipette volumétrique 10 mL (1)

· Burette 25 mL (1)

· Statif ou support universel

· Pinces à burette

· Papier Kimwipes®
· pH-mètres avec électrode (solution de trempage)

· Plaque agitatrice et barreau aimanté

Solutions

· Solution tampon pH =  7,00

· Solution NaOH ~ 0,2 M

· Solution de glycine dans HCl ~ 0,1 M

· Solution d’un acide aminé inconnu dans HCl

Manipulations 

1. Préparer une burette de 25 mL pour la solution de NaOH environ 0,2 mol/L.

2. Calibrer le pH-mètre avec un tampon à pH= 7,00.

3. Pipetter 10,00 mL d’une solution d’un acide aminé dissous dans du HCl et verser dans un bécher de 100 mL.  

4. Placer le bécher sur une plaque agitatrice et ajouter 40,0 mL d’eau avec un cylindre gradué afin de bien immerger l’électrode.  Agiter faiblement.

5. Mesurer et noter le pH initial (doit être inférieur à 2,3 sinon consulter).

6. Commencer le titrage avec du NaOH environ 0,2 mol/L en prenant soin de régler l’écoulement goutte à goutte de façon à produire des ajouts de 0,20 mL (4 gouttes) entre chaque mesure de pH.  Fermer le robinet et laisser un court laps de temps s’écouler avant de noter le pH.  Noter les mesures de pH (et les volumes) dans votre cahier de laboratoire à chaque 0,20 mL de NaOH ajouté (ajuster la fréquence des mesures selon les variations de pH observées).  Interrompre la courbe lorsque le pH atteint la valeur 12.

7. Reprendre les étapes 2 à 6 pour l’acide aminé inconnu.
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