TD de préparation aux TP de PHR



L2 – (2007-2008) 

Après avoir pris connaissance des expériences qui seront réalisées au cours des séances de travaux pratiques, et en vous basant sur les protocoles expérimentaux décrits dans le polycopié, réaliser les calculs pour les dosages de catéchines dans le thé, les dosages de nitrates dans les tissus de colza et dans la solution nutritive, et les activités enzymatiques nitrate réductase dans les tissus de colza, en utilisant les valeurs numériques données ci-dessous 

Analyse du contenu en catéchines dans des extraits de feuilles de thé

	Tubes
	1 : blanc de la gamme étalon : eau distillé
	2 : catéchine 0.25 mg /ml
	3 : catéchine 0.5 mg /ml
	4 : catéchine 0.75 mg /ml
	5 : catéchine 1 mg /ml
	6 : blanc du thé vert
	7 : dosage thé vert
	8 : blanc du thé noir
	9 : dosage thé noir

	standard de catéchine 
	0,5 ml d’eau
	0,5ml de catéchine 0.25 mg /ml
	0,5 ml de catéchine 0.5mg /ml
	0,5 ml de catéchine 0.75 mg /ml 
	0.5 ml de catéchine 1 mg /ml
	
	
	
	

	Extrait de feuilles de thé
	
	
	
	
	
	Thé vert 0,5 ml
	Thé vert : 0,5 ml
	Thé noir : 0,5 ml
	Thé noir : 0,5 ml

	Solution de FeCl3 10mM HCl 1M
	1.25 ml
	1.25 ml
	1.25 ml
	1.25 ml
	1.25 ml
	
	1.25 ml
	
	1.25 ml

	Solution Triethanolamine 
	8.25 ml
	8.25 ml
	8.25ml
	8.25ml
	8.25 ml
	9.5 ml
	8.25 ml
	9.5 ml
	8.25ml

	Absorbance
	0.05
	0.23
	0.44
	0.68
	0.91
	0.35
	0.55
	0.42
	0.61


Dosages de nitrates et de nitrites

On considèrera pour les calculs les valeurs arbitraires suivantes : l’ensemble des trois plants de colza « cultivées » pèse 100 g, la somme des feuilles jeunes pèse 15 g, la somme des feuilles âgées pèse 25 g et la somme des racines pèse 10 g. Le volume de la solution nutritive contenant initialement du nitrate à la concentration de 10 mM est de 500 mL.  

Un lot de 6 disques foliaires pèse 3 g. 

	Courbe d’étalonnage du nitrate de potassium

	N° tube
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	Nitrate (en mM)
	0
	2
	4
	6
	8
	10

	Nitrate (en µL)
	100

	Nitrate (en nmol/essai)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Ajouter 0,4 mL d’acide salicylique (montage pipette + seringue) 

	Température ambiante 20 min 

	Ajouter 9,5 mL de NaOH 2M attendre 5 min Homogénéiser

	Absorbance à 410 nm
	0.05
	0.02
	0.18
	0.16
	0.40
	0.38
	0.55
	0.61
	0.78
	0.83
	0.97
	1.05

	Dosages des NO3- extraits de plantes

	N° tube
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23
	24

	Tissus traités
	FJ0
	FA0
	R0
	FJ10
	FA10
	R10

	Extrait (en µL)
	100

	Ajouter 0,4 mL d’acide salicylique (montage pipette + seringue) 

	Température ambiante 20 min 

	Ajouter 9,5 mL de NaOH 2M attendre 5 min Homogénéiser

	Absorbance à 410 nm
	0.05
	0.07
	0.08
	0.06
	0.08
	0.09
	0.61
	0.54
	0.55
	0.54
	0.65
	0.67

	Absorbance moyenne
	
	
	
	
	
	

	Dosages des NO3- dans les milieux de culture

	N° tube
	25
	26
	27
	28
	
	
	
	
	
	22
	23
	24

	Milieu de culture après 2 semaines
	N+ (nitrates)
	N+ (nitrates)
	ED (eau distillée)
	ED (eau distillée)
	
	

	Extrait (en µL)
	100

	Ajouter 0,4 mL d’acide salicylique (montage pipette + seringue) 

	Température ambiante 20 min 

	Ajouter 9,5 mL de NaOH 2M attendre 5 min Homogénéiser

	Absorbance à 410 nm
	0.78
	0.82
	0.05
	0.01
	
	
	
	
	
	
	
	

	Absorbance moyenne
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Activité nitrate réductase

	Courbe d’étalonnage du nitrite de sodium

	N° tube
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	Nitrite (en mM)
	0
	0,1
	0,2
	0,3
	0,4
	0,5

	Nitrite (en ml)
	1

	Nitrite (en nmol/essai)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Ajouter 1 ml d'acide sulfanilique à 1%

	Vortexer

	Ajouter 1 ml d'-naphtyl-éthylène-diamine.  Homogénéiser

	Température ambiante 20 min 

	Absorbance à 540 nm
	0.02
	0.01
	0.21
	0.18
	0.37
	0.41
	0.61
	0.60
	0.80
	0.78
	0.98
	1.05

	Dosages essais enzymatiques

	N° tube
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23
	24

	Traitement
	FJ0
	FA0
	R0
	FJ10
	FA10
	R10

	Extrait (en mL)
	1

	Ajouter 1 ml d'acide sulfanilique à 1%

	Vortexer

	Ajouter 1 ml d'-naphtyl-éthylène-diamine.  Homogénéiser

	Température ambiante 20 min 

	Absorbance à 540 nm
	0.55
	0.45
	0.25
	0.27
	0.25
	0.27
	0.21
	0.23
	0.15
	0.13
	0.12
	0.15


