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Dosage de l'azote et validite des resultats

Par Gerald Collet

Laboratoire de Physiologie vegetale
(Universite de Lausanne)

Manuscrit re§u le 14 mai 1963

Avant-propos

Au cours de l'analyse biochimique d'un materiel biologique certaines
precautions doivent etre prises, sous peine d'obtenir des resultats ne cor-
respondant plus aux caracteristiques du materiel vivant. En particulier
pour le dosage des composes azotes, des conditions tres strictes seront
etablies depuis l'instant de la recolte du materiel jusqu'au moment ou les
elements recherches sont definitivement stabilises.

Divers chercheurs, soucieux de ce probleme, ont reconnu les incon-
venients et les avantages de la dessication du materiel biologique, et plus
precisement de chaque methode de sechage (Moyse, 1946,1950; Albaum,
1952; Benson, 1955). En ce qui concerne les composes azotes, Pucher
et coll. (1935) constatent une perte de 20% dans la teneur en azote de la
glutamine sechee pendant deux heures et demie a la temperature de
85°-86°C. Vickery et coll. (1935) proposent alors un sechage pendant
90 min dans un courant d'air, a la temperature de 68°-69°C. Une temperature

superieure a 100 °C est evidemment a proscrire (Moyse, 1946).
Independamment de cette perte en azote sous forme d'NHs en milieu
basique et provenant d'aminoacides (specialement la glutamine), Reifer
et Melville (1949) notent que l'azote peut quitter directement les acides
amines libres ou faisant partie des proteines, sans qu'il y ait necessairement
destruction du squelette carbone.

Lorsqu'il s'agit de determiner separement les teneurs en azote proteini-
que et en azote soluble, il faut veiller ä ce qu'aucun Systeme enzymatique
n'entraine de probeolyse, ce qui fausserait l'indice proteolytique (Collet,
1962). Champigny (1960) elude le probleme en determinant le poids sec

apres un sechage a 80 °C d'une partie de son materiel, tandis qu'elle fixe
par le methanol (90 %) bouillant pendant 15 min le materiel qui lui servira
ä determiner les divers types d'azote. Cette technique exige beaucoup de

materiel, ce qui n'est pas toujours possible lorsqu'on utilise certains tests
biologiques, comme par exemple les tests «racines» (Pilet, 1958; Pilet,
Kobr et Siegenthaler, 1960), les tests «tiges» (Pilet et Collet, 1959),
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les tests «coleoptiles» (Pilet et Dubouchet, 1962), etc. D'autre part il
peut etre utile de stocker le materiel avant de l'analyser.

Nous nous proposons dans cette etude de comparer la valeur de trois
methodes de dessication.

Materiel et methode

Nous avons utilises des racines entieres de haricot et de lentille de divers
ages physiologiques et cultivees ä l'obscurite, ainsi que des segments de
tige de haricot provenant de plantules cultivees ä la lumiere. Des dosages
anterieurs d'azote (Collet, 1962) effectues sur des cotyledons ont montre
des resultats identiqucs a ceux presentes plus bas.

Trois techniques de sechage sont employees:

1. La lyophilisation (L)

Sitöt le materiel coupe, il est refroidi dans des tubes metalliques qui
serviront ä la lyophilisation et qui baignent dans de l'alcool a —50 °C. Ces
tubes sont maintenus dans un support adequat et contenus dans un vase
Dewar. Lorsque la temperature s'eleve au-dessus de —33 °C, on renouvelle
la source de froid. La congelation immediate bloque toute reaction meta-
bolique. Une fois les segments congeles, ils sont peses (determination du
poids frais PF) et lyophilises pendant 12 h. On determine alors le poids
sec (PS) et la teneur en eau rapportee au PF (TE r). Cette derniere valeur
est un controle du degre de dessication du materiel biologique.

2. Le sechage a l'etuve (E)

Le materiel est recolte rapidement et distribue dans des flacons ä peser.
La determination du PF se fait immediatement apres la recolte, puis les
flacons sont disposes ouverts dans une etuve dont la temperature varie
entre 65 et 70 °C. II est important de ne pas depasser cette temperature de
70 °C pour eviter des pertes importantes d'azote soluble. Apres 48 h, le
sechage est acheve (PS et TE r).

3. Le sechage au dessicateur a vide (V)

La troisieme methode de sechage comprend une periode de 60 min ä
l'etuve a 80 °C sitot le materiel recolte et pese, suivie d'un stage d'au
moins 72 h au dessicateur ä vide (Moyse, 1946).

Dans les trois cas, le materiel peut etre conserve dans un excicateur
contenant du CaCl2 et de l'azote ä basse pression.
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Analyse de l'azote proteinique (Np) et de l'azote soluble (Ns)

Apres brovage du materiel sec et separation de l'azote proteinique (Np)
et de l'azote soluble (Ns) par l'acide trichloracetique ä 10% (30 min ä
45 °C, puis une nuit ä la temperature du laboratoire), nous mineralisons
les composes quaternaires dans des matras de Kjeldahl jusqu'ä complete
decoloration (catalyseur au Se et CuSOJ, puis nous distillons l'NH3 forme
au moyen del'appareil de Parnas-Wagner (Collet, 1962; Siegenthaler,
1963).

Au cours de ces essais, pour faciliter la comparaison, lorsque les TE r des

lots homologues mais seches differemment sont trop dissemblables, nous
avons corrige le PS des tissus lyophilises par rapport ä celui des tissus
seches a l'etuve (v. tableau).

Tableau

Role de la technique de sechage de racines du Phaseolus et du Lens (lyophilisation (L) et
etuve (E) reglee ä, 65°-70°C) dans la conservation des teneurs en azote (y) rapportees ä trois

criteres de reference: l'unite individuelle (seg) et les unites ponderales (PF et PS)

Phaseolus Lens

L E L E L E L E

Nombre 20 20 76 72 36 35 120 160

Lg mm 10 10 27 27 40 40 20 20

PF/seg 31,1 27,3 80,3 86,5 78,4 89,2 12,6 12,4

PS/seg 6,7 5,6 11,5 11,4 9,7 9,4 2,1 2,0

TE r 78,4 78,3 80,1 86,1 85,6 86,8 82,4 83,7

yNp/seg 240,3 198,2 306,3 293,2 242,0 234,2 48,1 42,6

yNp/PF 77,3 72,6 38,2 33,9 30,9 26,4 38,2 34,4

yNp/PS 358,6 336,0 286,3 257,2 288,1 249,1 229,1 212,1

yNs/seg 147,9 161,9 294,8 342,6 224,5 251,9 83,9 86,8

yNs/PF 47,6 59,3 36,5 39,6 28,6 28,3 66,6 70,0

yNs/PS 220,8 274,4 275,5 300,6 267,2 268,0 399,4 431,8

Ns/Np 0,6 0,8 0,9 1,1 0,9 1,0 1,7 2,0

yN/seg 388,2 360,1 601,1 635,8 466,5 486,1 132,0 129,4

yN/PF 124,8 131,9 74,9 73,5 59,5 54,6 104,8 104,4

yN/PS 579,4 610,4 561,8 557,9 555,3 517,1 628,5 643,9
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Resultats

Des essais preliminaries realises sur les parties proximales et distales des

cotyledons de haricot montrent que la troisieme technique de sechage,
outre sa plus longue duree, provoque de trop grandes variations des
teneurs en Np et en Ns par rapport a Celles obtenues apres lyophilisation.

Ainsi pour l'Np (respectivement pour l'Ns) rapporte au PS de la zone
proximale, nous avons les variations suivantes exprimees en pour-cent par
rapport aux resultats de la lyophilisation:

Quelques substances pures (Alanine, Ac. glutamique, Arginine, Aspa-
ragine) ont subi les memes traitements et le dosage de l'azote restant con-
firme pleinement ces resultats. Aussi pour les tissus radiculaires et cauli-
naires, nous abandonnons la technique de sechage dans un dessicateur ä
vide apres fixation ä 80 °C pendant 60 min.

Les deux autres methodes de sechage fournissent les resultats reportes
dans le tableau et la figure.

Le tableau permet de relever les faits suivants sur les racines du Lens.

1. De maniere generale, les tissus lyophilises (L) presentent une teneur
plus elevee en Np et une teneur plus basse en Ns que ceux seches a
l'etuve (E).

2. La teneur en azote total (N) rapporte au poids frais ou au poids sec
est equivalente, aux erreurs d'experiences pres, pour les deux modes de
sechage (L et E). En d'autres termes, le manque d'Np en E correspond au
surplus d'Ns.

Une consequence importante de ces variations est la dependance de
l'indice proteolitique (Ns/Np; Collet, 1962) des conditions de sechage.

En conclusion, il est evident que le surplus d'Ns provient de la
transformation de l'Np. En considerant les conditions memes de la recolte et du
sechage, il n'est pas exclu que cette transformation soit de nature enzyma-
tique.

Sur des racines de Phaseolus, nous retrouvons les memes faits et conclusions.

Nous pouvons dire par consequent, que pour un meme age physiolo-
gique (determine par des considerations biometriques, physiologiques et
anatomiques; Pilet, 1961; Collet, 1962), les variations respectives d'Np
et d'Ns dependent des conditions de sechage et non du materiel.

E/L
22% (+6%)

V/L
51% (+22%)
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Figure A

Pertes (Np) ou gains (Ns) exprimes en pour-cent pour les tissus radiculaires seches k l'etuve
et compares k des tissus homologues lyophilises. Racines de Phaseolus respectivement de
10, 27 et 40 mm pour les groupes 1, 2, 3; racines de Lens de 20 mm pour le groupe 4. Deux

criteres de reference sont utilises, le segment et le poids sec (seg et PS)

Figure B

Teneur en y d'Np et d'Ns rapportes au PF pour des tiges de haricots congelees (C), lyophi-
lisees (L) ou sechees ä l'etuve (E)

Cependant sur des racines plus jeunes, le gain en Ns est superieur a la
perte en Np, contrairement ä ce qui se produit pour des racines plus ägees.
L'äge physiologique de ce materiel biologique joue done un role dans les
phenomenes de Proteolyse.

La figure B presente les resultats obtenus sur des segments de tiges de
haricot. Ceux-ci ont ete analyses apres simple congelation (C), apres
lyophilisation (L), ou apres sechage ä l'etuve (E). Le materiel congele est
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rapidement broye et traite ä l'acide trichloracetique. La teneur en azote
total ne subit que peu de variation quel que soit le traitement. II n'y a

pratiquement pas de difference entre C et L. Par contre, l'augmentation de
la quantite d'Ns au detriment de l'Np est specialement grande lors du
sechage a l'etuve. II apparait done que la lyophilisation est le meilleur moyen
dont nous disposons pour maintenir au cours de la dessication le rapport
initial entre les divers types d'azote. Cette remarque justifie le choix des

valeurs obtenues par cette technique comme reference pour l'etude des

autres modes de sechage.

Enfin, pour ce troisieme type de materiel, nous retrouvons les faits gene-
raux degages lors de l'analyse des tissus radiculaires.

Dans la figure A, nous avons traduit en pour-cent les pertes d'Np et les

gains d'Ns engendres par le sechage ä haute temperature et rapportes aux
valeurs des tissus lyophilises. Ces teneurs sont calculees sur la base du
segment ou du poids sec.

Discussion

Dans le tableau, nous constatons qu'au cours du developpement des

racines, les teneurs absolues en Np et en Ns augmentent d'abord puis dimi-
nuent. II en est de meme pour les composes ternaires comme le montrent
les variations du poids sec, et dans les memes proportions. Aussi suivant le

critere de reference utilise pour exprimer les teneurs en Np ou Ns (Pilet,
1960; Pilet et Siegenthaler, 1961),les valeurs des gains ou pertes seront-
elles differentes. La figure A montre une diminution des pertes d'Np/seg
due au sechage en fonction de l'äge. Par rapport au poids sec, le pheno-
mene semble inverse, mais cela est un artifice d'expression, car le rapport
de l'Np a d'autres composes diminue au cours du vieillissement. La
teneur en Ns, consideree en valeur absolue, ou rapportee au poids sec

s'eleve au debut de la croissance puis s'abaisse plus tard. La comparaison
des variations des teneurs en Np et en Ns (v. tableau) avec les pertes et les

gains respectifs (fig. A) montrent une action differente des facteurs de

dessication suivant l'äge physiologique du materiel. Or comme ces facteurs
sont determines et demeurent constants, les variations enregistrees ne
peuvent etre dues qu'ä la modification du materiel lui-meme, soit de la
nature des composes azotes. Ces transformations, compte tenu des resul-
tats presentes, sont de deux ordres: qualitatif et quantitatif. De telles
donnees corroborent les deductions de divers chercheurs (Yemm, 1956;
Steward et coll., 1958; Siegenthaler, 1963), qui tendent ä prouver
qu'au cours de la vie d'une plante, les tissus vieuxn'auraient plus les memes
proteines que les tissus jeunes. Un point est sür, e'est la variation de la
proportion des proteines par rapport ä l'ensemble des composes consti-
tutifs de l'organisme.
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Ces faits doivent nous rendre attentifs au choix du critere de reference
lorsqu'il faut comparer des donnees biochimiques (Pilet, 1961). Mais en
plus, certains criteres de reference dependent pour leur determination de
la methode experimentale choisie pour les connaitre. II est done important
de s'assurer de la valeur et des limites d'une technique, et d'en tenir
compte dans la discussion des resultats qu'elle fournit.
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