Etude des différentes technologies permettant l’identification et le dosage des molécules constitutives du vivant.

Chapitre 1 : organisation générale d’un laboratoire et mise en œuvre des réactifs

1. Organisation d’un laboratoire

1.1. Généralités
Locaux généraux ou spécifiques (culture cellulaire) matériel avec ses problèmes de maintenance, réactifs achetés ou préparés, méthode utilisé (protocole) et financement.

1.2. Les principaux laboratoires de recherche

-organisme de recherche publique :

CNRS (centre national de recherche scientifique)

INSERM (institut national de la santé et de la recherche médicale)

INRA (institut national de la recherche agronomique)

-organisme de recherche privé :

Sanofi-aventis

Institut Pasteur

Institut Mérieux

2. Les exigences au laboratoire

Normes, assurance qualité et traçabilité

2.1. Les normes ISO

2.1.1. Définitions
ISO : organisation internationale de normalisation

Il s’agit d’un organisme non gouvernemental, international, qui produit des normes dans les domaines industrielles et commerciaux.

2.1.2. Exemples
ISO 9000 : management de la qualité

Recouvre tout ce qu’un organisme réalise pour répondre :

-aux exigences qualités du client

-aux exigences réglementaires tout en visant à améliorer la satisfaction du client et les performances dans la recherche de ces objectifs.

ISO 14000 : management environnemental

Recouvre tout ce qu’un organisme réalise pour :

-réduire les effets dommageables de ses activités sur l’environnement

-réaliser une amélioration continue de ses performances environnementales
2.2. L’assurance qualité

Elle prend comme référence les normes ISO 9000 « fait le bien dès la première fois » et «va droit au but »

Mise en place par l’entreprise, elle est le contraire de l’improvisation

Il faut : 

-préétablir ce que l’on doit faire

-le faire

-apporter la preuve que cela a été fait.

La trace écrite constitue la traçabilité

2.3. Les BLP (Bonnes Pratiques au Laboratoire)

Elles consistent à renforcer la sécurité au laboratoire, la traçabilité des manipulations, assurer la reproductibilité des résultats.

Voire fascicule p14

2.4. Tenue du cahier de laboratoire

Il permet l’enregistrement des données techniques et assure la traçabilité. Il s’inscrit dans l’assurance qualité (voire TP)

3. Hygiène et sécurité au laboratoire

Voire fascicule

¤Les risques, catégorie de danger :
· phrase R : phrase type indiquant les risques particuliers du produits

· phrase S : phrase type indiquant les précautions à prendre pour manipuler et se protéger du produit.

¤La prévention, l’élimination des déchets

¤les FDS : Fiches de Données de Sécurité

¤A chaque catégorie de danger sont associé des symboles de danger, des phrases de types R et S. Il doit figurer sur l’étiquette du produit et ses dilutions.

¤INRS : Institut National de Recherche et de Sécurité. C’est un organisme qui s’occupe de la prévention des accidents du travail et des maladies professionnelles.

4. Préparation des réactifs et des échantillons

4.1. Définitions

Echantillon : une solution qui contient l’espèce recherché (analyte), plus le reste des composés en nombre variable (=la matrice)

Analyte : c’est l’espèce à doser qui doit être en quantité suffisante

Réactif : composé qui réagit de façon caractéristique en présence d’une autre espèce et qui permet d’en attester la présence ou d’en mesurer la quantité.
4.2.  Méthode de préparation des réactifs

- Par pesée à partir d’un solide chimiquement pure (lire les étiquettes) (attention à la présence d’eau cristallisé), tenir compte de l’eau cristallisé dans les calculs, peser avec l’aide d’une balance analytique.

- Par dilution d’une solution déjà préparé

4.3. Etiquetage (voire doc 2)

Mettre : nom, concentration, date et les pictogrammes de sécurité

4.4. La conservation

Le but est de conserver l’intégrité du produit.

¤ La lyophilisation : c’est une technique de déshydratation par le froid et le vide.

Première étape : congélation (T inférieur à -20°C)

Deuxième étape : mise sous vide : sublimation, l’eau se transforme en gaz

Troisième étape : séchage final

On obtient donc un extrait sec qui se réhydrate en quelques minutes. Ce processus respect l’intégrité des cellules. Mais il est très onéreux.
On est donc capable de conserver les vaccins, les hormones, les enzymes, le lait maternel.

Il est aussi possible d’utiliser un agent protecteur (SAB : sérum albumine bovine, ou le lait écrémé, qui contient de la caséine).

¤congélation : passage rapide à une température comprise entre -40°C et -80°C. L’objectif est de bloquer l’eau sous forme de glace dans la situation où elle se trouvait (état liquide).

Agent protecteur : -OMSO (dimethylsulfoxyde)

-glycérol (pénètre dans la cellule)

-PEG (polyéthylène glycol)

¤sous atmosphère inerte : air chassé et remplacé par un gaz neutre (hélium, azote)

¤sous vide d’air : air chassé

4.5. Préparation des solutions tampons
4.5.1. Définition
C’est une solution qui stabilise le pH malgré : 

-l’addition de petite quantité de base ou d’acide

-dilution

C’est un mélange d’un acide faible et de sa base conjuguée

Ex : CH3COOH/CH3COO- 
        H3PO4/H2PO4-

        H2PO4-/HPO42-
        H2CO3/HCO3-
L’ion hydrogénocarbonate maintien le pH dans le sang entre 7,35 et 7,45.
4.5.2. Relation d’Handerson-Hasselbach

AH+H2O === A-+H3O+
                         [H3O+].[H-]

Kdissociation === ------------------

                         [AH].[H2O]
           [H3O+].[A-]

Ka==-----------------

                [AH]

Ka= la constante d’acidité, selon les acides, entre 10-3 et 10-13
                         [H3O+].[A-]
Log Ka== log -----------------

                              [AH]

Log Ka== log[H3O+] + log [A-]/[AH]

- log[H3O+] = -log Ka + log [A-]/[AH]

pH = pKa + log [A-]/[AH]
C’est l’expression du pH d’une solution d’un acide faible en fonction du pKa et des rapports des concentrations de l’acide et de sa base conjuguée.

Courbe de titration d’un acide faible par une base forte (doc 5)
Au point de la demi équivalence, pH=pKa
Le pouvoir tampon maximal d’une solution est obtenu par mélange équimolaire

Mécanisme de maintien du pH

- ajout d’une base forte à la solution tampon
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L’équilibre se déplace à droite, tout les OH- sont captés par l’acide pour former la base conjuguée. Le pH n’augmente que légèrement.

- ajout d’un acide fort à la solution tampon
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Les ions H3O+ sont captés par la base de la solution tampon pour former l’acide conjugué.
C’est la proportion des molécules acides et bases qui va être modifiés, mais le pH variera beaucoup moins si ces molécules n’était pas présentes dans l’eau.

4.5.3. Calculs des solutions tampon

¤ Efficacité : on peut le mesurer au cour de l’ajout d’acide ou de base. Plus le pouvoir tampon d’une solution est élevé, plus elle peut absorber une grande quantité de base ou d’acide.

Exercice : voir feuille

¤Pour la préparation d’une solution à pH donné, il faut choisir un acide dont le pKa ne diffère pas de plus d’une unité de pH par apport à la valeur du pH désiré.

Ex: CH3-COOH/CH3-COO-

pKa =4,76 => tampon compris entre 3,76 et 5,76

4.5.4. Conservation et influence de la température

Conservation : on prépare et on conserve des solutions d’acide et de base conjugué concentrée

Influence de la température : le produit ionique de l’eau varie avec la température, donc le pH varie.
