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252 P.-E. PILET ET P. LERCH
mais on peut poser que :

S mm2 = 100 o

par conséquent :
Sl
S" mm2 = g 100 04

et

S — s . s’
s mm? — % L1000 = 2" 1000y — (1 S—) 100 0.

.

8. DESTRUCTION ENZYMATIQUE DE L’ABIA*
8.1. Principe.

A une quantité déterminée d’extrait (on emploie le plus souvent
le mélange suivant: a) extrait brut .. 4 ml — b) Sol. tampon
(pH 6,1) ... 4 ml — ¢) Eau déionisée ... 8 ml), on ajoute de
ABIA* en solution aqueuse (4 ml d’ABIA* a 50 pg/ml). Aprés une
incubation variable qui se déroule dans les mémes conditions que
pour l’analyse biochromatographique (v. p. 234) on récupére I’ABIA
qui n’a pas encore été détruit dans la solution, ainsi que les com-
posés qui se sont formés par dégradation enzymatique, dans de I'é-
ther (v. p. 226). On procéde ensuite & la séparation chromatogra-
phique du mélange et on détermine la distribution du C!* sur le
chromatogramme (v. 249).

L’ABIA qui reste sera représenté par la teneur en C!¢ trouvée
dans les zones de Rf correspondant & I’ABIA (Rf compris entre
0,45t 0,60) et les composés résultant de la décomposition de PABIA
seront également caractérisés par la présence de C!* sur le chroma-
togramme ailleurs que dans les régions ou s’est accumulé PABIA.

8. 2. Premiers résultats.

Ainsi qu’on I'a vu plus haut, on peut exprimer la teneur en Ci¢
de diverses fagons. Pour une analyse préliminaire, on se borne a
reporter, en fonction du Rf, les résultats :

a) en impulsions /mm (fig. 16 A) :
b) en mm? (planimeétre) (fig. 16 B).

- Ces graphiques, qui donnent la distribution du C'* sur le chro-
matogramme en fonction de la durée d’incubation enzymatique, per-
mettent de tirer quelques conclusions :

1o C’est dans une zone & peu prés identique a celle o l'on avait
localisé 'ABIA que se trouve, du moins pour un temps d’incu-
bation faible, le maximum du Ci¢ décelé.
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Fie. 17. — Degradatlon enzymalique de I'ABIA marqué par du radiocarbone.

A. Impulsions trouvées pour les diverses zones (Rf différent) du radio-chro-
matogramme et ceci pour divers temps d’ incubation enzymatique en mn
(contact de la solution d’'ABIA marqué avec un extrait de nature auxines-
oxydasique).

B. Ces impulsions sont « converties» en valeurs planimétriques (mms?).
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2° Plus le temps d’incubation enzymatique augmente, moins on
trouve de C!'* dans cette zone. Ceci signifie évidemment que
PABIA est progressivement détruit.

3¢ Parallelement & cette reduction du taux en C!* dans la zone
correspondant au Rf de I’ABIA, on note l'apparition de C!4
dans d’autres régions du chromatogramme.

40 Ces zones qui s’«enrichissent » en composés marqués par du
(14, doivent donc correspondre & des produits nouveaux qui
se sont formés aux dépens de ’ABIA*. Il s’agit de véritables
substances de dégradation. par voie enzymatique, de I’ABIA*.

8.3. Deosages quantitatifs.

Les valeurs données en termes d’impulsions par mm, ne sont
pas commodes pour la discussion des résultats. Nous avons vu plus
haut (fig. 16 B) qu'on pouvait les exprimer par des mesures de sur-
face, et nous avons dit, & propos des techniques radiochimiques,
qu'il s’agissait de déterminer la surface comprise entre la courbe
d’impulsions et l'axe des X (fig. 18). La mesure de cette surface
se fait au planim@tre, mais deux méthodes peuvent &tre envisagées :

1) On peut d’abord découper la courbe d’impulsion en une série
de bandes (fig. 18 A) de hauteurs différentes, mais dont la lar-
geur correspond trds exactement & une zoume déterminée du I,

I L L I I O B O
02 03 04 05 08 02 03 04 05 08
Ry

Fic. 18. — Mesures planimétriques.
A. Chaque courbe est découpée en bandes correspondant a un Rf donné el
dont on mesure la surface partielle (A, A,, A,. A)).
B. Chaque zone, correspondant a une substance déterminée, est exprimée par
une surface particulié¢re (par exemple S,).
Danscecas: S, 2 A, 4 A, 4+ A, 4+ A,.
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TaBLEAU 7.

Dosages radiochromatographiques

ABIA détruit par des extraits auxines-oxydasiques
(pointes (6 mm) de racines de 18 mm de longueur)
Valeurs planimétriques (en mm?) par «unité » de Rf.

Temps d’incubation (minutes)
Rf

0 60 150
0,00 - 0,05 2 0 0
0,05-0,10 1 2 0
0,10 - 0,15 3 6 12
0,15 - 0,20 1 27 80
0,20 - 0,25 0 8 16
0,25 - 0,30 2 9 1Z
0,30 - 0,35 0 9 29
0,35 - 0,40 4 2 1
0,40 - 0,45 72 24 13
0,45 - 0,50(1) 310 103 31
0,50-055 | 68 40 10
0,55 - 0,60 9 6 7
0,60 - 0,65 3 1 0
0,65 - 0,70 0 3 2
0,70 - 0,75 2 2 4
0,75 - 0,80 1 93 31
0,80 - 0,85 3 112 Fid
0,85 - 0,90 4 29 o4
0,90 - 0,95 2 1 3
0,95 - 1,00 1 0 2

(1) ABIA*

par exemple, de 0,(}0 a 0,05 —0,05a 0,10 .. 095 a 1,00. Le chroma-
togramme est ainsi découpé en 20 parties, chacune étant définie par
une surface particuliére. Cette méthode est évidemment & rapprocher
de la technique biochromatographique dans laquelle nous décompions,
pour Délution, le chromatogramme en 20 parties égales dont on
déterminait la teneur en facteurs actifs sur la croissance.

2) Lorsqu’on examine les courbes d’impulsions, on voit trés faci-
lement un certain nombre de «pics» qui correspondent chacun a
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une substance ou a un groupe de produits caractérisés par un Rf
identique. Au lieu de découper la courbe et de donner la valeur
de la surface pour chaque zone de Rf, on peut alors mesurer la
surface correspondant a ces produits et qui s'élale sur plusieurs
«unités » de Rf) (fig. 18 B). Chaque substance séparée se (rouvera
ainsi caractérisée par une surface déterminée.

TaBLEAU 8.

Distribution du C!'* (mesures planimétriques (S en mm?2) et valeurs
en %) en fonction du Rf et de la durée de l'incubation enzymatigque
(T en mn)

Extrait enzymatique : pointes (6 mm) de racines de 18 mm.

8 Prod. de dégradation
g 2 | ABIA et} Prspa A®M
= I Il I
0 S 450 0 0 0 450 0
0 100 0 0 0 100 0
30 S 351 29 14 9 432 16
0/o 78 13 3 2 96 4
60 S 167 194 41 14 416 34
0/o 37 43 9 3 92 8
90 S 104 167 104 - 23 398 92
/o 23 37 23 5) 88 12
190 S 90 135 108 29 392 58
o 20 30 24 13 87 13
150 S 54 162 108 41 365 85
. % 12 | 36 24 9 81 | 19

() A = Différence entre le total des valeurs initiales et celui qui a éLé calculé
au temps T.

Le premier mode de représentation n’est pas trés précis, il pré-
sente aussi le gros inconvénient de ne pas faciliter la «lecture » des
résultats. Cette méthode est en outre relativement longue, car au
lieu de mesurer planimétriquement quatre ou cing surfaces assez
grandes, il faut déterminer vingt surfaces, dont quelques-unes trés
petites. Toutefois, dans le tableau 7, nous donnerons quelques-uns
des résultats obtenus & l'aide de cette technique de mesure.

Le second mode de représentation est plus rapide, plus simple,
plus précis et surtout plus commode pour la discussion des valeurs
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trouvées. Nous donnerons dans le tableau 8 les résultats obtenus de
cette facon. Nous y avons ajouté les valeurs en 0o calculées comme
on T'a indiqué plus haut (v. p. 252).
Ces deux tableaux, le second surtout, nous permettent les quel-
(ues remarques suivantes :
1. La dégradation enzymatique de I’ABIA s’accompagne d'une
formation régulitre de trois catégories de substances dont
nous parlerons plus loin.

o
/
100 OC 14

90
80
70
60
50
40

30

20
10

0
00 02 04 06 08 10 R
f

Fic. 19. — Conceniration relative (exprimée en 0/p de C'*) pour divers compo-

sés (I, Il et IIl) formés a partir de 'ABIA marqué. Chacun de ces corps se

trouve caractérisé par un Rf moyen. L’apparition de ces produits et la dégra-

dation de I'ABIA sont donnés en fonction de la durée del'incubation enzyma-
tique (de 0 a 150 mn).

2. En fixant arbitrairement 3 100 le taux en C'* pour de ’ABIA
non dégradé, on constate que plus le temps d’incubation aug-
mente, plus le total de tout le C'* étalé sur le chromatogramme
s'éloigne de 100. On peut attribuer cette différence qui,
aprées 150 mn d’incubation. atteint 19 ¢y. au fait que d’au-
ires composés se forment: les causes d’erreurs augmentent
aussi sensiblement. \joutons que DPexpérience étant évidemment
plus longue si lincubation se prolonge, les pertes de tout
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ordre (malgré les corrections apportées aux valeurs définiti-
ves) s’accroissent dans la méme mesure.

Ces résultats peuvent étre donnés encore sous une autre forme
gui mettra mieux en évidence, en fonction de la durée d’incubation
et pour divers Rf, la transformation de I’ABIA* en composés éga-
lement porteurs de C!¢ (fig. 19). On peut voir qu'aprés 150 mn
d’incubation, certains produits au Rf différent de celui de I’ABIA
sont plus abondants que cette substance. Nous reparlerons plus loin
de ces composés.

o
100 %

80 -

60'—

40

20 -

0, 60 90 120 150 180 480 MN

Fic. 20. — Destruction de I’ABIA marqué en fonction de la durée d’'incubation
enzymatique (de 0 4 480 mn). Les résultats sont donnés en 0jp et calculés a
partir des valeurs trouvées précédemment (v. Fic. 19).

8.4. Dégradation de IABIA.

Si Pon suit la dégradation de P’ABIA* en fonction du temps
(fig. 20) en mesurant la quantité (donnée en 0 de Clt) d’ABIA®
qui reste sur le chromatogramme, on peut constater que linacti-
vation de cette substance est particulitrement rapide au début du
traitement par Dextrait enzymatique. On peut alors introduire la
vitesse de dégradation de I'ABIA qu’on calculera de la facon sui-
vante : )

1o I’ABIA* est rapporté en 9o de Clt par unité de poids frais

de l'extrait enzymatique.

20 A partir des valeurs qui donnent la quantité d’ABIA* restant

dans la solution c’est-a-dire celle qu’on peut évaluer sur le

chromatogramme au Rf correspondant, nous déterminons, tou-
tes les 5 mn, la concentration de I’ABIA disparu,

3¢ On a donc ‘;—: = vitesse de dégradation,
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4c Pour éviter d’utiliser des valeurs en o, on exprimera la te-
neur relative en ABIA en fonction d’une constante N.

Les résultats de ces calculs sont donnés dans la fig. 21 et on

peut, & ce propos, faire les remarques suivantes :

1o Pendant les 30 premiéres minutes d’incubation, la destruc-
tion enzymatique de PI'ABIA* est relativement lente; la vi-
tesse de dégradation augmente toutefois rapidement avec le
temps d’incubation.

2> (’est pendant les 15 minutes (de 30 & 45 mn) qui suivent
que la destruction est la plus intense; la vitesse de dégra-
dation atteint sa valeur maximum. '

1 12

-4 0,8
/ dc/dl’
i
S -1 0,4
T T ’

L | L | L 00

’

120 150 180

N
VITESSE DE DEGRADATION d%'_x

INCUBATION  ENZYMATIQUE EN MN

Fic. 21. — Dégradation enzymatique de 'ABIA marqué donnée en valeurs
absolues (C) et en termes de vitesse de destruclion (dc/dt) en fonction de la
durée d'incubation enzymatique (en mn).j

3¢ Puis pendant les nouvelles 30 minutes (de 45 a 75), la dé-
composition de PABIA* reste importante tout en diminuant
sensiblement; la vitesse de dégradation est progressivement
réduite.

4o Enfin, dés que la durée d’incubation dépasse 75 minutes, la
destruction de I’ABIA est fortement ralentie et la vitesse de
dégradation devient constante, tout en étant trés faible.

8.5. Produits de dégradation.

Dans les résultats précédents (v. tableaux 7 et 8 et fig. 19), nous
avons déja pu constater que la décomposition de ’ABIA, sous laction
de systémes enzymatiques s’accompagnait de Papparition de trois ca-
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tégories de substances distinctes. La fig. 22 nous permettra de mieux
comprendre |'importance relative de ces corps.

Il est évidemment difficile, pour le moment, d'affirmer si ces
composés sont des substances simples ou au contraire diverses subs-
tances dont le Rf serait semblable. Pour simplifier la discussion,
nous admettons qu’il s’agit de trois « produits » que nous pouvons
caractériser ainsi (tableau 9).

TaBLEAU 9.
Rf de PABIA* des produits de dégradation enzymatique de I’ABTA*
et de quelques composés indoliques

Séparation par chromatographie descendante (25°C); solvant :
80 o isopropanol — 1006 NH; a 2800 — 100 H,0.

Rf
Composés
Inférieur | Supérieur| Moyen
ABIA* 0,41 0,53 0,46
Produit 1 0,75 0,90 0,83
» I 010 | 025 | 018
» 10 0,25 0,35 0,30

Ac. B-indolyl-propionique | 0,43 | 055 | 0,49

Ac. B-indolyl-butyrique 0,50 0,64 0,57
B-indolyl-acétonitrile 0,75 0,89 0,82
B-indolyl-aldéhyde 0,80 0,96 0,88
Tryptophane 0,23 0,27 0,25
Tryptamine | 0,69 0,81 0,75
Indole C 0,91 0,99 0,95
Scatole 0,95 0,99 0,97

1o Produit I — Rf de 0,75 a 0,90.
Ce produit apparait immédiatement au moment ou P'ABIA
commence a se dégrader. Aprés une incubation enzymatique
de 60 mn approximativement, ce produit est plus abondant
méme que I'ABIA et sa concentration relative va rester cons-
tante pendant une période relativement grande alors que celle
de PABIA continue & diminuer progressivement,
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20 Produit II — Rf de 0,10 a 0,25.
Ce produit semble se former également assez tét, il est toute-
fois moins abondant que le précédent. C’est aprés une incu-
bation de 'ordre de 105 mn que sa concentration dépasse celle
de I’ABIA.

3¢ Produit 111 — Rf de 0,25 a 0,35.
Ce produit est toujours peu abondant et jamais sa concentra-
tion n’est supérieure a celle de ’ABIA.

100
50 |
80 b
70 |
60 |
50 |-
50 |
30 |
20 |
0 L
o L

0 30 60 S0 120 150

Fic. 22. — Concentration relative de I'ABIA et des composés (1, II et ITI) résul-
tant de sa dégradation (en 0/ de C!*) en fonction de la durée de I'incubation
enzymalique (en mn.)

Quelle est la nature chimique des trois produits que nous avons
mis en évidence ? Il est tout d’abord trés clair que les produits I,
Il et IL[ dérivent directement ou indirectement (v. discussion) de
IPABIA marqué, puisque, tous les trois, ils contiennent également
du radiocarbone.

Le produit I semble é&tre de la B-indolyl-aldéhyde, et ceci con-
firmerait les observations de Racusen (1935), tout en étant en con-
tradiction avec celles de Mannine et Garsron (1956). Nous avons
identifi¢ ce produit en faisant les observations suivantes :

a) Le produit I, isolé par radiochromatographie, a le méme Rf
approximativement que la B-indolyl-aldéhyde (séparde par chro-
matographie avec un solvant identique et dans de mémes con-
ditions).

MEMOIRES SC. NAT. 78 14
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b) Ce produit I doit étre un composé indolique, il donne (par
analyse directement sur le papier ou aprés élution) une colo-
ration positive avec les trois réactifs suivants :

Réactif de Salkowski (H,SO, et FeCly)
Réactil d’Ebhrlich (HCI et p-diméthylaminobenzaldéhyde)
Réactif d’Hopkins-Cole (H,SO, et acide glyoxylique).

¢) Ce produit I enfin est certainement une aldéhyde. Apres élu-
tion, il a été recueilli et trait¢ par le réactif suivant: la
p-rosaniline hydrochlorique décolorée par H,SO,. En présence
de mélange incolore, les aldéhydes donnent une coloration
rouge-pourpre (formation de composés quinoidiques) qui ne
peut étre confondue avec la coloration prise par la fuchsine.
Or nous avons obtenu une telle coloration.

Les produits Il et III sont différents des substances que MannING
et Garstox (1955) ont signalées. Avec un solvant chromatographique
identique, les Rf de ces corps sont trés différents (GarstoN trouvait
respectivement 0,91 et 0,94). Pourtant, il n’est pas impossible que
les produits Il et [[[ ne soient tout de méme des composés voisins
de lo-formamido-acétophénone et de 1'o-amino-acétophénone.

Il est certain, en effet, que ces substances ne sont pas de na-
ture indolique. L’emploi des réactifs précédents, sur les papiers chro-
matographiques et dans les zones ou se sont accumulées ces subs-
tances, n's donné aucune coloration. On pourrait toutefois remarquer
que ces produits sont trop dilués pour que le réactif chimique puisse
les révéler. Mais, nous avons concentré trois fois (élution) ces subs-
tances sans pouvoir obtenir de résultats positifs.

8. 6. Discussion.

Comme on vient de le voir, les produits I, I[ et III, également
marqués par du C!%, proviennent sans aucun doute de IABIA qui
est, en fait, la seule «source» de radiocarbone. A premitre vue,
on peut admettre que toutes ces substances dérivent directement de .
I’ABIA; pourtant cette conclusion n’est pas, comme on va le voir,
aussi siire qu’elle le parait.

Le produit [ qui sewible bien é&tre la B-indolyl-aldéhyde, peut
étre considéré comme le produit le plus important qui résulte de la
dégradation de PABIA marqué, sous l'action d’un systéme auxines-
oxydasique. Si l'on se rapporte aux valeurs données en 9o de Cl4,
on peui constater que la disparition de I'ABIA est immédiatement
suivie par l'apparition du produit I. Il est clair que cette substance
dérive directement de I’ABIA. Cependant si 'on établit un bilan du
Ci% tout le long du chromatogramme et si I'on tient compte des
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pertes inévitables le long du papier, on doit constater que la con-
centration de PABIA déiruit est nettement supérieure 3 celle du
produit [ formé. Il faut donc admettre que I’ABIA donne encore,
paralltlement, mais dans une moindre mesure, des composés dis-
tincts du produit I. C’est bien ce que montre P’analyse radiochroma-
tographique qui permet de mettre en évidence les produits 11
et 1IL

Ces produits I[ et II[ ne paraissent pas &tre des composés indo-
liques et I'on est donc obligé d’admettre que ’ABIA se dégrade non
seulement par des modifications de sa chaine (décarboxylation oxy-
dative) mais encore par des changements appréciables dans son noyaun
(destruction du cycle pyrrole).

Si l'on suit, en fonction de la durée de Dincubation, la genése
du produit I, on constate que la vitesse de formation de cette subs-
tance coincide & peu pr2s avec celle qui traduit la dégradation de
I’ABIA. Cette observation semble indiquer que cette voie de décom-
position de PABIA est certainement la plus importante, du moins
pour les premitres phases de destruction, par voie enzymatique, de
I’ABIA.

Pourtant, au bout dun certain temps, alors que I’ABIA conti-
nue a étre décomposé régulicrement, la concentration relative du
produit [ cesse pratiquement d’augmenter, sa vitesse de synthese
(nous devrions écrire d’apparition) devient constante. Comment ex-
pliquer ce phénomene ?

On peut admetire tout d’abord, que la formation de ce produit I
est réellement réduite. Mais comme la décomposition de I’ABIA
n’est que faiblement diminuée, il faut alors supposer que la syn-
these, a partic de I’ABIA, de substances différentes s’accroit. C’est
bien ce que montre Dexpérience puisqu’on constate que la concen-
tration relative des produits II et III augmente.

Cette hypothtse est pourtant difficilement soutenable, car on a
peine & envisager en premiere analyse, qu’un syst®me enzymatique
s¢ mette & dégrader d’une autre fagon un substrat resté identique. Tl
est vrai qu’on pourrait faire intervenir ici des processus d’induction
enzymatique (Puwer, 1959 ¢) 2. Mais une autre solution a ce pro-
bleme nous parait plus probable.

On pourrait imaginer que le produit I continue tout simplement
a se former, & partic de U'ABIA, comme dans les premiéres phases
de lincubation enzyvmatique. 11 faut alors supposer que paralléle-

12 Par induclion, nous entendons une adaptation de I'enzyme soit a la
concentration de son substrat, soit a4 la nature chimique de ce substrat. Il est
clair que l'apparilion de substances de dégradation de 'ABIA (la B-indolyl-
aldéhyde par exemple) peut étre considérée comme une modification du sub-
strat auxines-oxydasique.
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ment, pout-&tre sous I'action des mémes systtmes enzymatiques, il se
dégrade lui aussi. Dans ce cas, rien ne nous empéche d’admettre que
les produits II et IIl résulteraient non seulement de la décomposi-
tion de PABIA, mais pourraient se former aussi aux dépens du pro-
duit I.
La dégradation de ’ABIA se déroulerait ainsi en deux étapes :
1) raccourcissement de la chaine latérale avec formation de la
B-indolyl-aldéhyde (produit I);
2) dégradation du noyau (décyclisation du pyrrole) avec forma-
tion soit directement a partir d’ABIA, soit (ce qui est plus
probable) aux dépens du produit [, des produits Il et [IL.

9. COMPARAISON DES TECHNIQUES

Nous nous proposons de comparer les différentes techniques pré-
cédemment examinées avec la méthode radiochromatographique. Mais
remarquons tout d’abord que I’ABIA marqué par du C!¢ (ABIA*)
étant une substance coiiteuse, dans bien des cas nous nous sommes
bornés & travailler sur I’ABIA non marqué. Il était indispensable de
s’assurer si, du point de vue réaction chimique (test de coloration
au réactif de Salkowski modifié, v. p. 219) ou biologique (dosage
colorimétrique de I'activité enzymatique) ’ABIA* se comportait comine
I’ABIA non margué.

9.1. ABIA* et ABIA.

Nous avons dit que nous disposions de deux types d’ABIA*:
1o PABIA*@): acide B-indolyl-acétique [Ci¢a)
20 PABIA*(y: acide B-indolyl-acétique [C14 /]
Seule la premitre de ces deux substances est employée dans le
dosage radiochromatographique. Nous utiliserons, pour ces essais com-
paratifs, simultanément les trois produits.

9.1.1. RECHERCHE DU COEFFICIENT COLORIMETRIQUE.

Nous préparons des solutions aqueuses d’ABIA, et & laide du
réactif décrit plus haut, nous déterminons au colorimétre de Klett-
Summerson, le développement de la coloration (rouge) prise par la
solution. Les résultats contenus dans le tableau 10 nous permettent
les remarques suivantes :

1. Il n’y a pratiquement aucune différence dans les valeurs don-
nées au colorimétre, aprés coloration par le réactifl entre de
PABIA et de ’ABIA*,).

2. Les coefficients colorimétriques de solution d’ABIA*;, sont

en général plus faibles que ceux des solutions d’ABIA et d’ABIA*(y.
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