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Objectifs : 

Appréhender certains aspects de qualité nutritionnelle des végétaux au moyen de techniques d’analyses chimiques faisant appel à la chromatographie liquide et gazeuse

Matériel biologique

Graines de maïs doux lyophilisé, maïs semence, pois protéagineux, pois fourrager, petits pois surgelés lyophilisés, lupin blanc, haricots, sarrasin, colza 
Déroulement général :

Chaque binôme prendra en charge un type de graine et réalisera une analyse des acides aminés dans l’hydrolysat de protéines ainsi qu’une analyse de sucres solubles. Ces analyses seront réalisées en duplicata.  

Les résultats seront mis en commun pour analyse comparée et synthèse.

Extractions  : 
Réaliser des farines à partir des graines, à l’aide d’un moulin de laboratoire. Si besoin, réaliser une délipidation à l’hexane (broyer les graines dans un mortier, ajouter du toluène, poursuivre le broyage, se débarasser du solvant chargé en lipides par filtration ave cun filtre résistant aux solvants organiques, reprendre la poudre restante dans le mortier, répéter l’opération de délipidation autant que nécessaire. 
Extraction des sucres solubles 
Diluer 400 µl d’adonitol 20 mM dans 20 mL de méthanol. Refroidir cette solution diluée de standard interne sur la glace avant l’expérience. 

Peser dans des eppendorfs environ 10 mg de farine. Un microtube ne contenant pas de farine servira pour le blanc et sera traité de la même façon que les autres. 
Sous la sorbonne, ajouter 400 µl de la solution méthanolique d’adonitol dans chaque eppendorf. Placer sous agitation 15 min. 

Ajouter sous la sorbonne 200 µl de chloroforme à chaque tube. Placer sous agitation 10 minutes

Ajouter ensuite 400 µl d’eau UP. Vortexer 20 secondes puis centrifuger 5 min à 12 000g

Récupérer 600µl de surnageant et les transférer dans un nouveau microtube. 

Sous la sorbonne, aliquoter 50µl de chaque échantillon + 50 µl d’un standard externe de sucres/acides organiques et évaporer au speedvac. Le résidu sec sera utilisé pour l’analyse des sucres solubles

Hydrolyse des protéines pour analyse des contenus en acides aminés 
Peser environ 10 mg de farine, hydrolyser dans 500 µl d’HCl 6N pendant 24h à 112°C. Faire un blanc sans farine. 

Le lendemain, après refroidissement, diluer l’extrait hydrolysé à 20 mL avec de l’eau ultra pure. Centrifuger. Filtrer 1 mL de surnageant à 0.22µm. 5µl de cet hydrolysat seront utilisés pour la dérivation par AccQ-Tag.

DERIVATIONS 

Première journée : Triméthylsililation des sucres et acides organiques (d’après Bosner et al. 2000 et Lisec et al. 2006 NATURE PROTOCOLS 1(1) : 387)

Pour 18 échantillons
Peser 20 mg de methoxamine dans un eppendorf. Sous la sorbonne, ajouter 1 ml de pyridine (pipeter dans le flacon d’usage de 50 ml). Vortexer brièvement. Placer sur agitateur 800 rpm pendant 15 minutes. Vortexer encore 1 minute. 

Sous la sorbonne, ajouter 50µl de la solution dans chaque tube contenant les extraits secs + le tube contenant le standard externe sec + un tube vide (blanc)

Placer sous agitation 800 rpm 90 minutes à 30°C

Sous la sorbonne, ajouter 50µl par tube de BSTFA (vial d’usage conservé au réfrigérateur dans un dessiccateur). Placer sous agitation 30 minutes à 37°C

Démarrer une série d’injections par le blanc. 

Deuxième journée : dérivation des acides aminés dans les hydrolysats de protéines par la technique AccQ-Tag 
Allumer un bain marie à 55°C. Décongeler une aliquote de standard externe (mélange d’acides aminés à 100µM). Garder sur glace les hydrolysats de protéines filtrés + le blanc. 
Dans une série de microtubes, placer : 35 µl de tampon borate + 5 µl d’extrait ou de standard externe. Vortexer 5 secondes chaque tube.

Une fois la série prête, sous la sorbonne ajouter ensuite à chacun des tubes 10 µl de réactif AccQ-Tag (lorsque qu’on ouvre un nouveau vial de réactif, la poudre est resuspendue dans 1 ml d’acétonitrile fourni dans le kit), le tube est immédiatement vortexé 5 secondes. Il faut attendre minimum 1 minutes après l’ajout de réactif dans le dernier échantillon avant de passer à l’étape suivante dans le bain marie. 

Centrifuger brièvement les tubes. L’ensemble des tubes est ensuite placé au bain marie pendant 10 minutes. Après une nouvelle centrifugation, le contenu des tubes est ensuite transféré (environ 50µl) dans les vials UPLC en polypropylène avec réducteur d’insert intégré, disposés sur un rack et placés dans la machine pour analyse. Les échantillons dérivés sont stables pendant 1 semaine à température ambiante. 
Dosages chromatographiques

Analyse des profils d’acides aminés par UPLC après dérivation AccQ-Tag (Jubault et al. 2008)
Eluant A : AccQTag Ultra Eluent A
Waters
(#186003896)
Eluant B : Acétonitrile 100 %

Colonne Acquity 

Dimensions : 100 mm x 2.1 mm

Phase : BEH – C18  Diamètre des particules : 1.7 µm 

Gradient d’élution :

	Temps (minutes)
	Débit
	% Eluant A
	Curve

	
	0.7
	99.9
	6

	0.54
	0.7
	99.9
	6

	6.5
	0.7
	90.9
	7

	8.5
	0.7
	78.8
	6

	8.9
	0.7
	40.4
	6

	9.5
	0.7
	40.4
	6

	9.6
	0.7
	99.9
	6

	10.1
	0.7
	99.9
	6


Standard externe : mélange d’acides aminés de synthèse 

Analyse des contenus en sucres solubles et RFO (Raffinose Family Oligosaccharides) après dérivation
 Utilisation du GC

Injection : 1 µl
Gradient de température : 3 minutes à 70°C / 6°C par minute jusqu’à 142°C / 4°C par minute jusqu’à 222°C / 2°C par minute jusqu’à 242°C / 1°C par minute jusqu’à 206°C / 20 °C par minute jusqu’à 300°C  / 20 minutes à 300 °C 
Nature de la colonne : DB5 
Débit de gaz vecteur (helium) : 1 ml par minute
Split ratio : 1/25
Alimentation de la flamme (FID) : H2 40 ml.min-1 + Air 400 ml.min-1
Température de l’injecteur : 260°C
Température du détecteur : 300 °C 
