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La croïssance et le développement complet de l'animal néces = sitent la présence de vitamines dans sa ration alimentaire ct 1félabo = ration d'hormones par ses glandes Aussi at on rapidement recherché si un apport ou une sécrètion de substances analogues étaient aussi, nécessaires pour la plante , en particulier , au cours de manifestations telles que 1& germination > a Croissance , Ja fioraison :
La réponse positive sa été apportée par SCIHOPFER (I! , en ce qui concerne la vitamine B, indispensable à la crofssance du Phycoryces Blakesleanus . Depuis , beaucoup de vitamines ont été reconnues nécessaires pour Les végètaux inférieurs .
Dans les autres cas , on a reconnu que les vitamines sont
synthétisées par ces organismes et constituent presque des hormones
plus génèralement appel #5 " métabolites essentiels " . Cependan® Fa recherche d' hormones végètales authentiques fut l'objet d? une ion: gue suite d°? cfforts ,
Dès I910 , au cours de travaux sur les excitants de 1félongation cellulaire , BOYSEN=JENSEN (2) établissait la preuve _qu'on pou
vait arrêter momentanément le phototronisme , en coupant là pointe
du coléoptile d' avoine , et , qu? après avoir replacé cet'e pointe,
5 = on faisait réapparaître , par un éclairement unilatéral , 1? incurvation phototropique du côté non éclairé du colécptile ,
En 1928 , WENE (3) publia le résultat de ses travaux personnels de plusieurs années . Il montra qu en coupant le sommet d' un coléop= tile d' avoine ou de maïs , on arrêtait la croissance , qui reprenait si on replaçait la pointe du coléoptile ; mais une mince feuille dt étain , intercalée entre la pointe et la tige , empêchait la reprise de La croissance . De plus , si on plaçait la pointe du coléop
tile sur une petite plaque d' agar-agar , et ensuite cette plaque
à la place de la pointe du coléoptile , la croissance reprenait | Si lt on disposait la plaque sur le côté du colésptile , ce côté croissait beaucoup plus vite que 1! autre et il en résultait une courbure du coléoptile , Ceci prouvait que 1 élongation était conditionnée par une substance diffusible , se trouvant dans la pointe du coléoptiie, Grêce à ces faits , WENT (3) et DOLK (4) purent donner une interpreta= tion du géotropisme et du phototropisme des piantes , WENT établit encore que la courbure du coléoptile était proportionnelle à la quantité de substance contenue dans Le dé df agar-agar et qu'on pouvait ainsi connaître au moins la teneur de cette substance diffusible et encore inconnue .
De nombreux chercheurs essayèrent alors de retrouver cette substance de croissance , E, SEUBERT , en I95 remarqua que la sa live humaine contient de faibles quantités df une substance favorisant la croissance ,; En 1930 , NIELSEN (5) trouva une substance de croissance dans les milieux de culture de Rhizopus suinus Niclsen et de Absidia ramosa + Cette substance est libérée dans le milieu
nourricier par les champignons , KOGL et HAAGEN+ SMIT, l'année
suivante , la trouvèrent dans les milieux de culture df autres variétés de Rhizopus , du Bacillus Coli et dans les eaux de lavage de levure de boulangerie , IL en fut de même pour beaucoup de bactèries et pour Aspergillus niger par BOYSEN-JENSEN (6) . |
Toutes ces substances sf avéraient malheureusement pauvres en substance de croissance , jusqu'au jour où KUGL, HAAGEN=SMIT et Melle ERXLEBEN en trouvèrent dans 1! urine humaine des quantités ne par rapport à celles rencontrées dans les autres préparations (7) ,
Tis isolèrent ainsi deux produits cristallisés ; un acide fon dant à 196 ° qu'ils appelèrent auxine a - et sa lactone fondant à 173° « Ces deux corps possédaient une activité de 50 milliards di unités=avoine par gramme « Plus tard , à partir de l' huile de maïs, les mêmes auteurs (8) isolèrent en plus du premier corps extrait de 1! urine un deuxième , acide , fusible à I83° en se décomposant Ils 1? appelèrent auxine b. Li activité de 1! auxine b sur le co léoptile d! avoine est égale à celle de l! auxine a , Malgré les fai bles quantités isolées , KOGL et ses collaborateurs purent assigner les formules suivantes :
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Cf est à ce moment que KUGL , HAAGEN-SMIT et Melle ERXLEBEN (9) essayant d' améliorer 1! extraction des auxines de 1' urine, firent la découverte embarrassante df un autre corps azoté , fusible à I65°, totalement différent des auxines et lui aussi très ectif sur le coléop=
tile d'avoine . Ils l'appelèrent hétéro-auxine et il fut ensuite reconnu comme étant 1!" acide indol-3-acétique . L'activité de L' hétéro= auxine est de 25 ,.000.000,000 unités-avoine par gramme
L'hétéro-auxine est très stable en milieu #a#:11ip, mais fragile en milieu acide ,
L'auxine b est sensible aux acides et aux alcalis , alors que 1! auxine a est pratiquement inattaquable ,
Parmi les corps se rapprochent de l'acide indol-acétique quelquesuns ont une certaine activité au test Avena et d' autres en sont dépourvus »« D'après GLOVER (IO0) le scatol possède une Légère activité et 1! indol est inactif . L' acide indol-3-pyruvique a une activité égale au I/I25 de 11 acide indol-5-acétique, tandis que l'acide indol-2-acétique a une activité du I/5 . Par contre 1' acide indol-3-propionique, l' acide indol-3-lactique sont complètement inactifs . Le tryptophane , d'où
dérive 1! acide indo1-5-acétique, reconnu inectif sur le coléoptile d' avoine aurait une action favorable mais indirecte sur la croissance de certains tissus végétaux comme l'ont montré WILDMANN et BONNER (12) d' une part et GAUTHERET et Melle KULESCHA (20) dt autre part «
Une certaine complication à surgi du fait que K.V. THIMANN (II) a montré que certains corps voisins,en particulier, 1! acide indène-5acétique et 1f acide coumarone=acé tique se montraient inactifs ou pres=
que vis-=-vis du test Avena , mais possèdaient une activité du 1/5 de
ar
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l'hétèro=auxine, avec le test Pisum .
WILDMANN , FERRI et BONNER (12) ont découvert la présence d' un complexe protéinique produisant de 1' auxine sous l' influence d'un enzyme ou d' une hydrolyse alcaline , SHOCKEN (13) a obtenu de L'auxine ( acide indol=acétique) par hydrolyse alcaline avec de la Soude N/I0, à I00°, à partir de protéines . La production d' auxine était mesurée avec le test Avena et se trouvait proportionnelle à la quantité de
tryptophane présent dans la protéine ,
WILDMANN et ses collaborateurs (I2) ont prouvé avec le test Avena, que les feuilles d'épinards étaient capables, à partir du tryptophane qu on leur injectait , €t en présence d' oxygène , de former de 1! acide indol -acétique, en passant par l' acide indol-pyruvique , Ils ont été ainsi amené à penser que Le tryptophane était le principal précurseur de 1’ auxine dans les végétaux et que L! acide indol-acétique était 1! auxine la plus importante, bien que KOGL ait d' abord déclaré que c' était 1! auxine a . HAAGEN-SMIT et ses collaborateurs (T4), BERGER et AVERY (15) ont isolé de la farine de mäfs , de l'endosperme de maïs, une auxine cristallisée et identifiée à 1! acide indol-acétique, mais ils n' en obtiennent qu'une quantité correspondant au I/I0 de la quantité évaluée par 1! activité phyto-hormonale , Ils pensent donc que 1? acide indol=acé tique est une hormone de croissance mais ils estiment qu' elle ne peut que difficilement être considérée comme la seule , GUITENBERG et ses collaborateurs (I6) (17) prennent une position extrême et disent que 1' acide
indol=acétique, aussi bien que le groupe entier de 1! indol, du naphta=
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lène et sans doute aussi des séries phénoliques , ne sont pas pour les plantes des substances de croissance au même sens que l' auxine,mais sont Simplement des activateurs de la production d'auxine dans les tissus vé: EÉtAUX «
Quoi qu'il en soit, directement ou indirectement , l' acide indol -acétique , produit normal du métabolisme des végétaux , a une action phytohormonale , favorisant la croissance cellulaire et li élongation de
la plante ,
A l'origine , le terme " auxine " fut appliqué aux substances naturelles qu' étaient les auxines a et b, mais Le terme s! étendit r2pidement à des corps synthètiques se conduisant envers les plantes comme des hormones , IL y eut,d'aïlleurs, une tendance à désigner de telles substances sous Le nom d' hormones végétales où " Phytohormones " . Toutefois, il existe des corps comme La morphine , 52 caféine , et beau coup d' autres qui y injectés dans les cotylédons de Cucumis, augmensent la croissance de la plante (I8) .
I1 conviendrait donc, avec M-M. JANOT , de réserver le ‘terme de “ Phytohormone " à toute substance chimique définie, engendrée par la plante elle-même et agissant à très faible dose avec une polarité définie sur une manifestation physiologique précise" * Le terme " auxine " lui-même tend de plus en plus à désigner 1! acide indol-3-acétique seu
lement , dans toutes les publications et quand la teneur est exprimée
pondéralement, elle ltest en acide indol-acétique ,; IL vaudrait mieux
dans Les autres cas, parler de substances de croissance ,
Ayant aïînsi rappelé les étapes aujourd'hui classiques des recher ches sur les phytohommones chez les végétaux supérieurs , iL convient df examiner leur comportement dans les autres grandes divisions des êtres
vivants
A part KOGL ot ses collaborateurs , aucun auteur n! a retrouvé le auxines a et b, ni chez les végétaux , ni dans l'urine humaîne ou autre .« Au contraire , 1! acide Aindoï-acétique se rencontre à tout moment , non seulement chez les végètaux supérieurs , mais encore dans les métabolismes des bactéries et des animaux ,
Certaines bactéries , on particulier celles de 1! intestin, produisent de 1! acide indol=acétique & partir du tryptophane . IL n! est donc pas étonnant que les essais cffectués sur Eschrichia Coli avec 1! acide indol=acétique , no Nbre aucune action favorable appréciable { RAOUL ) (I9) , Ce même acide , quand il est exempt des produits de décomposition auxquels il donne facilement naissance , ne se montre bac
tériostatique qu'à la concentration de To.
La dégradation des molèculos indoLiques ne st arrête pas là et, par 1! intermédiaire du scatol et de L' äindol , aboutit à 1? indoxyle formé par le foie , dans le cas des bactéries de 1! intestin .
Le foie joue 1à son rôle détoxicant de 1! indol , ce que ne fait pas la paroi de 1! intestin , comme l' a montré NICOLAT (ZI) . Le foie pour rait même produire directement à partir du tryptophane , de 1? acide in-
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dol=acétique ,lui-même dégradé en scatol , puis en indol ct indoxyle : BOHM (22) a nonéré que ces dérivés indoliques et les corps qui ont des noyaux pentagonaux et benzéniques se rapprochant de 1! indol , sont é1iminés , par voie urinaire, sous forme d'esters sulfuriques et glycuroniques « É
En étudimt le développement de cancers gastriques , WEISS (23) a reconnu dans 1f urine, 1! existonce , sous forme d' un chromogène, dIdérivé acétique de 1? indol . Ce chromogène est 1! uroroséine de NENCKI ct SIEBER (24) . Avec un mélange d'acide chlorhydrique con = centré et de nitrite de soude , 1' uroroséine donne une coloration Trou» ge ayant une bande dt absorption de 540 à 550 ny En 1908, HERTER (25) pense que 1! acide indol-acétique est le chromogène de 1°. uroro séine dans 1! urine et a montré les nombreuses ressemblances Sxistent entre cet acide ct 11 uroroséine .
Ltacide chlorydrique avec le nitrite de sodium, donne une colora= tion rose , identique dans les deux cas et différente de celle du ni = trosoindol . L'alcool recucille la coloration qui présente une bande d'absorption dans le vert .
Si on remplace le mt par du perchlorure de Fer, et que l'on chauffe , la coloration est plus rouge .
| Avec Ze réactif d' EHRLICH , la coloration est la même pour les deux corps La réaction est beaucoup moins sensible avec L' indol, et la couleur est différente .
Si l'on chauffe vers 200° , on a une formation de scatol dans
les deux cas
Mais alors que NENCKI et SIEBER (24) pensent qu'il n'y a pas d' uroroséine dans les urines normales , HERTER (25) déclare qu'on rencontre toujours
de l'acide indol-acétique si le sujet consomme beaucoup de viande ,
Dans une série de recherches en 1943-1944 , sur les avitaminoses du groupe de la pellagre et sur Les corps à fluorescence bleue dans 1! RATE » Ÿ. RAOUL (26) a montré l'importance de l'excrétion urinaire des cozps indoliques , en particulier de l'acide indol-acétique , et de leurs relations sur la fluorescence de l'urine chez es sujets normaux et chez les pellagreux « L'facide indol=acétique jouerait-il un rôle de co-fer ment d' oxydo-réduction, vu la unes de dérivés d' oxydation immédiate ? Comme la plupart des coenzymes connus : Vitamines Br È B, Ev'PP ont une action sur la croissance des animaux qui n'en font pas la synthèse où la font insuffisamment ; ŸY. RAOUL (27) étudia L'action éventuelle de l'acide indol-acétique à ce point de vue .« Des rats furent soumis à des régimes synthétiques plus ou moins dépourvus de certains facteurs du complexe B et renfermant des hydretes de cerbone de nature variée Ces essais permirent de conclure que 1! acide indol=acétique pouvait a voir une action favorable sur la croissance du jeune rat , Pourtant en I946 , KODICEK , CARPENTER et HARRIS avancèrent que l'acide indol-acétique avait une action dépressive sur la croissance du rat ct qu'on y re médiait par addition du tryptophane ou d'acide nicotinique .
Ils avancèrent même que Le facteur pellagrogène du maïs était 1! acide
indolsacétique , vu la richesse assez grande du maïs en cet acide
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Mais , par la suite ; ROSEN et PERIZWEIG (28) d'une part , HENDERSON et ses collaborateurs (29) df autre part , ne retrouvèrent pas cette action inhibitrice de 1! acide indol-acétique , confirmant ainsi Les premières expériences de Y, RAOUL . k En I949, Y. RAOUL ct Melle MARNAY (30) soumirent des rats à un régime pauvre en caséine « Ils montrèrent que L' addition d' acide in dol=acétique au régime entraîne une augmentation de 1! excrétion urinaire de N-méthyl-nicotinamide et de la teneur hépatique en acide nicotinique. mieux que ne le font le tryptophane et 1f acide nicotinique . Cette constatation permettrait d'envisager la transformation possible de l'acide indol-acétique en acide nicotinique , comme cela a lieu effectivement pour le tryptophane : hypothèse hasardeuse , puisque l'acide indol-acry= lique et l'acide naphtyl-acétique améliorent la croissance pondèrale sans modifier le métabolisme nicotinique , Quoi qu'il en soit , ces deux derniers acides et 1? acide indol-acétique ont une action correcti= ve sur la croissance de rats soumis à un régime pauvre en caséine » En résumé ,s‘opposant à 1! action très nette de 1! acide indol-acétique chez les végètaux supérieurs, on ne constate que des résultats as=
sez confus chez les Animaux et même chez les Bactéries ,
Cependant ces diverses recherches sont loin d'être négatives et autorisent en particulier , de nouveaux efforts immédiats sur les points
suivants :
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I / Métabolisme de l'acide indol-acétique chez l'animal ;
2 / L'acide indol-acétique est-il la seule phyto-hormone de l'urine ?
Pour aborder ces problêmes , une méthode de dosage physico-chimi> que de lfacide indol-acétique est nécéssaire . Son établissement constitue l'effort principal de ce travail . Nous avons essayé aussi d' ap porter , grâce à cette méthode , quelques éléments de réponse aux deux
points énoncés plus haut ,
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RECHERCHES ANALYTIQUES SUR L* ACIDE INDOL-ACETIQUE -
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PROPRIETES DE Lf# ACIDE INDOL=ACETIQUE
Et
REACTIONS _FERMETTANT DE LE DOSER
Lt'acide indol=acétique répond à le formule suivante : À.
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Son poids moléculaire est de 175,
ses cristaux sont assez peu solubles dans 1! eau , mais très solu bles dans les solutions alcalines ,
L'acide indol=acétique est soluble dans 1! alcool, 1! éther, le chloroforme, Le butanol ,
Son point de fusion est de I64°=165° C,
Dans l'éther , _. = = 3°8
Nous allons maintenant passer en revue quelques-unes de ses pro — priétés qui pourraient éventuellement servir à le caractériser ou à le
doser . Elles sont soit physiques, soit biologiques , soit chimiques à
1°/ Etude du spectre de l'acide indol-acétique dans 1! ultra-violet.
Nous avons étudié le spectre dans 1! ultra-violet de deux
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Figure I. Spectres d'absortion dans l'ultra-violet de 223 mp à 305 my de l'acide indol-acétique :
memes EN Solution alcaline aqueuse mm“m» on solution dans le butanol
On observe un minimum à 245 ma et un maximum à 280 Te
solutions différentes d' acide indol-acétique , l'une dans la soude N/I0 , l'autre dans le butanol ,
Les spectres ont été étudiés de 223 mp à 305 M +
Dans les deux cas , comme le montre la figure I, page I6 les cour beë sont superposables , On remarque une brusque descente de 223 rap jus= aie 245 my , un maximum à 280 ma et une nouvelle descente jusqu'à 305 MH
Connaïssant Les quantités d! acide indol=acétique, entrant dans les
deux solutions , nous avons pu calculer ue pour 280 Ty °
En solution aqueuse , DA = 827
En solution dans le butanol , il est peu différent .« Le maximum se trouve plutôt à 28I my + pa = 329 «
Toutefois ces intensités dt absorption sont trop faibles pour être retenues en vue df' un dosage 4
D'autre part , il existe dans Les milieux biologiques , beaucoup d' autres corps ayant aussi un maximum d' absorption dens cette zone du spectre , comme La phenyl-alanine et la tyrosine à 280 mp et le trypto= phane à 270 np +
Aussi nous ne retiendrons pas cette méthode pour doser l'acide in-
dol=acétique « 21 Te test LVENA,
Le test Avena consiste à mesurer la courbure du colcoptile d! a —
voine sous l! influence d'un petit dé d'egar-agar chargé en substance
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aotive, dans des conditions déterminées de tompérature, d! humidité ct d' éclairement ,
Pour oxprimer quantitativomont los résultats obtenus, KOGL (6) a défini l'unité-avoine : Avona-Einhoit ( AE) . C'est la quantité de pro duit provoquant à une température de 22-25°, dans une humidité de 92% une déviation de 10° du coléoptile d'avoine décapité , en l'ospace de 2 heures le produit se trouvant dans une petite plaque d'agar-agar Gt un volume de 2 X2 X 0,5 mm,
Liangle est mesuré au rapporteur sur une photographie du coléoptile ,
Ltavoine utilisée est la varièté : " la victoire " , Les graines sont ramollies dans 1! cau et mises à germer sur du papier-filtre à la chambre noire à 23° , Après germination, les germes sont placés sur des supports en verre pour la culture dans L! eau, |
La première décapitation a lieu une heure avant l'essai , suivie
d'une deuxième section aussitôt avant l'application de la petite plaque d'agar=agar «
On fait des essais-témoins avec des solutions pures d'acide in dol=ncétique et on compare les résultats obtenus avec les dés d'agarmn= gar contenant la substance à étudicr .
Discussion , Le test Avena est une méthode assez précise qui est intéressante, quand on veut se rendre compte de l'action phytohormonale d'un corps ou d'une solution inconnue , mais elle a le grand inconvénient de ne pas être spécifique et de répondre positivement avec des corps dif férents comme l'acide indol-3-pyruvique et le scatol qui se trouve jus
tement présent dans l'urine
A ue à
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3° / Réaction colorée avec SO,H, + NO,Na
Ltacide indol=acétique donne avec le nitrite de sodium,en présence d'un acide minéral fort ( CIH ou s0,H, ) une coloration rose Cette coloration s'obtient à froid et passe dans le butanol , L'étude du spectre présente un maximum à 540 The (Figure 2, page 20°}.
Nous avons employé de l'acide indol=acétique à La concentration de mi À ,» dont nous avons pris 2 ce que nous mettons avec : 0,T ce de NO,Na à IS et 0,5 ce de 50 E, pur d'une part et
0,Icc de NO, Na à I % et I cc de S0,H, d' autre part .
La coloration rose passe dans 3 cc de Butanol .
Cette réaction a plusieurs inconvénients :
a) Le réactif se conserve mal et doit toujours être récemment PrÉPATÉ «
b) La coloration rose ost assez fugace ,
c) La comparaison avec la réaction suivante au perchlorure de
Fer, pour des concentrations égales en acide indoleacétique, montre un spectre beaucoup plus étalé avec le nitrite do sodium «
La réaction est nettement moins accusée «
4°/ Réaction colorée avec C1H + ci,Fe «
Une solution d'acide indol=acétique donne avec l'acide chlorhydrique,additionné de quelques gouttes de perchlorure de Fer, après un chauf=
fage au bain-marie bouillant, une coloration rose passant dans le
s 72 A ' L'Ninttt
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FIGURE 2 -+ Spectres des colorations obtenues :
mL
en JT par la réaction au nitrite avec IT cc de S0,H, en IL par ia réaction au nitrite avec 0,5 ce de : S0/H»
en TITI par la réaction au perchlorure de Fer
Le maximum est à 540 mu pour les réactions au nitrite et 510 m1 pour da réaction au perchlorure de Fer ,
Tes concentrations en acide indol-acétique sont égales dans les trois cas,
les spectres sont nettement moins accusés dans Le cas du nitrite ,
5 l PAU AN " ré ;
= I = butanol 4 Cette coloration, lue au spectrophotomètre de Beckman présente un maximum à 5IO mn
Cette réaction a déjà été employéeprécédemment par J, LEFEVRE (31) pour déceler l'acide indol-acétique dans les végètaux , ainsi que par A. BERTHELOT et Mello AMOUREUX (52) . |
Cette réaction est très sensible ,
La coloration est stable et passe dans certains solvants organiques. Le solvant employé au cours de nos recherches fut toujours le butanol ,
C'est cette réaction lue au spectrophotomètre de Beckman que nous avons choisie pour reconnaître et doser l'acide indol-acétique pendent nos recherches ,
Avant d'étudier les différents facteurs qui interviennent dans cet te réaction, nous en avons vérifié la spécifité en analysant les colora -
tions obtenues avec le scatol et 1! indol .
Comparaison des colorations obtenues avec l'indol et le scatol
L'indol et le scatol sont des corps très voisins de ltacide indolacétique,se produisant au cours du métabolisme du tryptophene et.existant dans l'urine , Aussi avons-nous étudié les colorations fournies par ces
corps avec le réactif C1H + Er .
a -/ Scatol Le scatol donne une coloration rose . Le maximum est très nette ment déplacé vers les courtes longueurs d'onde et se trouve à 470 mp
(voir Fig.5, page 22 )
Les essais ont ét6 faits avec 0,I ce , 0,3 ce et 0,5 ce de réac-
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Re SE ON VER SET Le D Ge PLU CS VUS Per vo h$o fo0 S$o eo So À em np FIGURE 3 . Spectres des colorations données avec le réactif C1H + CL, Fe par le scatol , l'indol et 1f acide indol=acétique , avec 0,I — 0,5 et 0 082 s , Le scatol a le maximum à 470 mp dans les trois
CAS + L'indol a le AE à 490 my et une allure de courbe différente de
l'acide indolwacétique dont le maximum est à 510 mi
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Dans tous les cas , les courbes sont assez différentes de celle de l'acide indolæacétique , comme on Le voit sur la fig, 3.
Le scatol était à la concentration de IO . ( Le réactif contenait I%
de perchlorure de fer dans l'acide chlorhydrique , )
b-/ Indol.
Là aussi , la coloration est rose et présente un maximum à 490 mn ( Voir Fig,3 ,page 22 ) Bien que les maxima de l'indol et de 1! acide indol=acétique soient très ie on les différencie facile ment en observant l'allure des courbes . Dans Le cas de 1! indol, la courbe descend de 400 à 450 NA monte alors jusqu'à 490 TT où est de maximum , puis elle descend jusqu'à 510 mp « Elle présente donc seule = ment un maximum peu marqué à 490 mp 3 dans certains essais il n'y a même pas de maximum . Par contre, l'acide indol-acétique possède une cour be qui monte rapidement de 400 jusqu'à 500=5TO mp , puis redescend fran chement jusqu'à 600 TH On se rend mieux compte des différences des
spectres sur la figure 3
Cette réaction au perchlorüre permet donc la caractérisation de l'acide indol=acétique sans être gêné par les corps voisins , et dans le chapître suivant, nous allons étudier les différents facteurs interve =
nant dans cette réaction 4
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A = / ETUDE DES DIFFERENTS FACTEURS intervenant dans la réaction s
Les principaux facteurs que Lfon peut faire varier sont :
1° / La proportion de perchlorure de Fer dans CIH
2° / La quantité de réactif mise en jeu
3° / La durée de chauffage au baïn-maric .
Nous allons passer en revue ces facteurs pour détéfminer les conditions optima de la réaction
La concentration en acide indolsacétique de la solution utilisée
» #2 LA 4 a toujours été de IO , au cours de ces essais . Nous en prenions 2 ce,
I° / Variations de La quantité de Perchlorure dans l'acide chlo rhydrique °
Le réactif normal d' OBERMAYER contient 2 0/00 de perchlorure dans CIH fumant + Pour doser des traces d'acide indol-acétique, en pré
sence de tryptophane , A. BERTHELOT et Melle AMOUREUX employèrent un
réactif IO fois moins concentré en perchlorure , Ils prétendaient que pour leurs recherches personnelles (32) le réactif normal était trop con centré en perchlorure, mais que dans d'autres cas, il pouvait être plus intéressant d'augmenter la teneur en perchlorure ,
Des essais ont été faits avec une solution d'acide indol-acétique et deux réactifs différents : 1° un contenait 1/5000 de perchlorure, l'autre I% , La densité optique donnée par le premier fut de O,IIO , tandis que la deuxième fut de 0,590 , Ceci nous encouragea à augmenter la quantité de perchlorure ,
Nous avons essayé successivement de l'acide chlorhydrique contenant IT , 2% , et 3% de Perchlorure de Fer |
En même temps, nous avons utilisé pour chajïe concentration des volumes de O,I = 0,3 # et 0,5 ce de réactif .
Sur la figure 4 , page 25 , nous avons reproduit les courbes obte= nues avec 0,5 cc de réactif pour les trois concentrations ,
Voici au Tableau I les densités optiques à 510 mu trouvées en fai
sant varier à la fois les quantités de réactif et les proportions de
C} Fe :
ts)
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En regardant les courbes spectres ( Fig, 4 page 25 ) et ie Tableau I on s'aperçoit que pour des quantités égales de réactif , c'est toujours avec celui qui contient I% de CI, Fe que le maximum est Le plus fort ; Le meilleur résultat est obtenu avec 0,5 ce de réactif ,
2° / Vexiation de 1a quantité de réactif mise en jou , Le réactif utilisé contient donc 1% de perchlorure dans CHH , Le
temps de chauffage au baïin-marie est provisoirement de 3 minutes
Les essais sont faits Les valeurs respectives des successivement avec densités optiques sont pour 5T0 ma
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Sur la figure 5, page £8, nous avons reproduit les spectres donnés par les différentes quantités de réactifs .
On s'aperçoit alors que la valeur de la densité optique croît à chauge addition de réactif ; mais de façon moins marquée à partir de 0,5 cc où elle n‘asparaît pius que très faible par rapport à 1? augmentation de réactif « La quantité de 0, 5 ce nous paraît donc être La solution inter —
médiaire pour laquelle nous avons une forte densité optique avec une quan-
tité relativement faible de réactif ,
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FIGURE 5 , Spectres donnés par l' acide indol=acétique à 1. , ave des quantités différentes de réactif de O,I ce à I ce .« La quantité la plus faïble de réactif qui donne la plus forte augmentation du maximum est 0,5 ce de réactif que lton emploiera désormais ,
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Nous avons donc adopté cette quantité de 0,5 cc de réactif pour 2 cc de solution à étudier ,
3° 4 Variation de la durée de chauffage au bain-marie »
Nous avons essayé des temps de chauffage de 8 , 5 et I0 minutes » chaque fois avec des quantités de 0,1 et 0,5 de ce réactif à If de perchlorure , Dans les deux séries d' essais , on s' aperçoit que les trois courbes correspondant aux trois temps différents se confondent presque ., Les densi-
tés optiques sont presque identiques ; comme on le voit sur le Tableau IT
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De plus quand on augmente le temps de chauffage, le maximum se dépla= ce légèrement à 500 et 490 mn
Aussi adopterons-nous une durée de trois minutes au bain-marie , une durée plus longve ne donnant pas de résultats meilleurs mais plutôt per=
turbés ,
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CONCLUSION .« Après cette étude de la variation des différents facteurs intervenant dans la réaction, nous suivrons désormais La technique suivan TEE
Prendre 2 ce de solution à étudicr
0, 5 ce de réactif ( CIH + IX Fe )
Agiter pour mélanger ,
Porter au baïin-marie bouillant pendant 3 minutes ,
Refroïdir immédiatement .
Ajouter 8 cc de Butanol ,
Agiter . La coloration rose passe dans le butanol .
Centrifuger pour décanter ,
Faire wc réaction-témoin dans Jes mêmes conditions avec 2 cc d°
eau distillée «
Mesurer les absorptions au spectrophotomètre de Beckman, de 450 à
550 ma pour connaître la ferme de la courbe, en mettant dans la cuve-té-
moin du spectrophotomètre la phase butanolique de la réaction-témoin ,
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B « / APPLICATION DIRECTE de cette réaction à L'URINE.
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Nous avons essayé de retrouver cette coloration rose avec 1! uri =
ne de Rat et 2? urine himaïine 4
1° / Avec i? urine de Rats +: Nous avons fait trois réactions
dont nous avons comparé es résultats +
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FIGURE 6 . Spectres Gbtenus par action du réactif au perchlorure sur Lt ue. rine de rat diluée au 1/4 s spectre I Li
Lurine diluée au 1/4 + acide indoleacétique à 10 ‘+ spectre II
Ltacide Andolæacétique à TO” s spectre III
Le spectre IT a un maximum intercalé entre les deux autres, au lieu a! être égal à la somme des deux autres maxima
SE
a) Réaction avec l' urine de rat seule
b) Réaction avec une solution pure d' acide indol-acétique
c) Réaction avec un mélange d’ urine de rats et d° acide indols acétique
Les spectres des trois réactions sont reproduits sur la figure 6, page 3I .
La solution df acide indol-acétique est à La concentration de 10 et donne pour 5I0 my uno densité optique de 1,690 ,
L'urine diluée au 1/4 présente une courbe descendant graduellement de 420 my jusqu'à 650 îe AM MAS HA) mp la valeur de la densité optique se trouve être de 0,225 .
Si 1° on ajoute à l! urine une solution d? ecide indol“acétique de façon à combiner les deux cas, en ayant à la fois 1° urine diluwée au I/4 et une concentration de 10 * en acide indol=acétique, la courbe des
densités optiques de ce mélange devrait être égale à 11 addition des densités optiques de li urine et de Lf acide indol-acétique , Or il nfen est rien ; la courbe occupe une position intermédiaire entre les deux autres Le maximm ne se trouve pas à 510 TH mais à 490 TR La différence des densités optiques de 1° urine pure et de 1° urine + acide indol-acétique donne 3:
0,870 = 0,285 = 0,645 Pour une concentration de 10” s D = 1,690 à 510 mp
Donc 0,645 correspond à une quantité de #: 200 2. 02688 0,000082 gr.
On ne retrouverait done qu'un peu plus de la moitié de ce qu'on a ajou= té . IL est d'ailleurs plus correct de dire que la réaction est partielle
ment inhilée ,
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La réaction faite directement avec l'urine humaine ne donne pas de coloration rose ; La courbe des densités optiques descend continuelle = ment de 450 my à 650 mx 4 On ne peut donc pas doser directement l’acide indolracétique
Nous avons fait les mêmes essais avec 1'urine humaine qu'avec l'uri« ne de,rats , en faisant varier,en plus, la quantité d'acide indol-acétique
surajouté ,
Les réactions ont été faites :
a) avec l’ur'ne seule diluée au 1/4
b) avoc l'acide indol-acétique a To"
c) et en combinant encure urine et l'acide indol-acétique de ma-
nière à avoir des mélanges corrosrondant. à l'urine diluée au 1/4 et à des LR TEL MONO ANNEE et ANNEE 5 concentrations en.acide indolracétique Ge 10 °° : 0, 5 x TO EYE SEC etes
L'ensemble des spectres se trouve sur la fisure 7, page 84. L'urine seule ne donne pas de coloration rose et la courbe du spectre cescerd continiollenens de 450 à 650 mil 0
Pour les deux réactions où l'acide indol-acéticue était aux concen = trations de 0, 5 x ro 6 0% , nous avons un maximum à 490 TU Pour la troisième où 1a concentration n' était que de 10" » 41 n°
y à pas de maximum ;
Je
Mais,de toutes façors, si on enlève la part dî absorption due à 1f
urine on trouve, à 5TC mA > 2es Censités cptiques suivantes £ . " 0 ou — » s .. wmÂ I,030 = 0,225 = 0,606 Cas de L? scide indol-acétique à TO D SU ADS si di L # à O0. 5 10"?
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FIGURE 7 , Spectres obtenus 48+ "1
QË [54
par action du réactif au pere
chlorure sur l'urinc humaine
diluée au I/4 : spectre I
l'urine au 1/4 + acide indol-
acétique à 10" sspectre ré
l'urine au I/4 + acide I,A à “4 0,5 x 10° : spectre III fl lfurine au 1/4 + acide indol-acé-
Rae
tique à : spoctre IV
l'acide indol-acétique à re spectre V
Là encore,on ne retrouve pas la totalité de l'acide indol=acé -
tique ajouté . Cependant ilexis-
te entre les maxina des courbes IV ,; IIT et IT des proportions du 1/2 et du I/5 existant en-
tre les concentrations d? A, ASv EC ) 450 Geo
I ,. À .« entrant dans ces mélanges 4
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ee 85
On retrouve bien les proportions de I/2 de 4 à O, 5 x 10 et à peu près du 1# entre 0,5 x 10° 5 10° e
Dans tous Les cas ,; l'augmentation de la densité optique ne correspond qu'à une quantité égale à La moitié de La quantité ajoutée ,
CONCLUSION « Par ces deux essais sur L' urine humaine et 1° urine de Rats, nous voyons que la courbe des densités optiques obtenues par 1a réaction ae vec l'acide chlorhydrique et le perchlorure , ne présente aucun maximum ;
aucun indice permettant de reconnaître directement l'acide indol-acétique +
De plus, quand on ajoute de l'acide äindoï-acétique à Z'urine , on ne re trouve apparemment jamais la totalité de l’acide indolsacétique ajouté,mais seulement la moitié ,
Comme il n°y à pas eu de perte réelle de l'acide indoïæacétiaue, iL Four drait admettre une atténuation de la réaction colorée provoqréc par mc cause inconnue «
Nous avons pensé qu'il y avait peut-être une partie du Ci Fe consommée
z par des corps réducteurs se trouvant dans l'urine, différents de l'acide indol-acétique . Dans ce cas-lè, une augmentat'on du perchlorure dans le réactif permetirait une réaction conplôte avec lîæ ide indol=acétique ev donneraït une coloration plus neëte et pius intense :
Nous avons donc faït des cssais comparatifs avec l'urine ciluée au T/2 et la même urine ainsi diluée où nous avions ajouté de l'acide indol-acéti= que à la concentration de 107 « Deux sôries d°? essais ont 6t6 faits avec le réactif à I # et à 2 % de c',Fe : Les censités optiques à 5170 mi} pour
les différents cas sont données par le Tabieau III,
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Tableau IIT , Densités optiques obtenues avec les mêmes échantillons d'uri ne seule ou additionnée d'acide indol-acétique, avec des réactifs conte =
nant des quantités variables de perchlorure ,
Les résultats obtenus sont très peu différents et ne montrent pas une amélioration suffisante ,; en doublant La proportion de perchlorure dans le réactif ,
I1 nous faut donc retwuÿfirà une opération préalable pour concemtrer 1! acide indol=acétique et éliminer les corps voisins dont les colorations masquent la coloration propre de l'acide indol-acétique . Nous avons alors pensé à faire une extraction de l'acide indol-acétique par l'éther en mie lieu acide ,
C / EXTRACTION PAR L'ETHER
L? extraction par 1! éther s'offrait à nous naturellement , -Ct était,en effet, l'éther que KOGL a utilisé d'abord pour extraire les au
xines et faire 1e test Avena 4
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FIGURE 8 , Spectre obtenu à partir de l'extrait éthéré d' une urine acidi= fiée par CIH,,
Ce spectre correspond à celui de l'acide indol-acétique ,
Le maximum est à 5I0 mp * La montée de La courbe est franche à partir
LS
de 450 va de même que la descente à partir de 5I0 roy jusqu'à 600 DA
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Préparation do 1° extrait évhèré . Dans une ampoule à décanter , nous mettons I00 cc d'urine acidifiée par HC1M/I0, jusqu'à pH=3,8 au vert de bromocrésol, et 200 ce d'’éther ,
Après agitation et décantation, nous recucillons la partie éthèrée 4 Sur l'urine ainsi traitée, nous répètons l' extracticn avec 200 ce d’é6:
ther *: Les deux phases éthèrées sont recueillies et mélangées
Réaction colorée avec C1iH + C1,Fe ; Nous prenons 50 cc d’extrait éthè-
28 ee ss
nn
ré,que nous faisons évaporer sous vide . Le résidu est repris par 10*ec HONa M/I0 Gette concentration de 5 fois nous permet d’avoir une in » tensité de coloration plus grande et une précision accrue , Nous faisons la réaction colorée sur 2 ce de cette solution ,
Les colorations obtenves au cours ces extracticns sont roses et les spectres sont du tyse représenté sur la figure 8,page 37 , Ce spectre correspond exactement à celui de 1? acide indol-acétique 4, Le maximum est à SI0 mi » La montée de la courbe est franche à partir de 450 TH » de même que la descente à partir de 570 ma jusqu'à 600 my » Nous sommes donc sûrs d’avcir extrait de 1f acide indol-acétique
ele at tout 1! acide indol-ac/tique ? Cela est douteux , En effet,nous avons fait un essai en ajoutant une quantité (2 mgrs) d° a cide irdoï”acétique à T00 ce dfurine Simuitenément, nous avons traité par 200 cc di éther à chaus fois, 1° urine pure et 1° urine additionnée d° acide indoi-acétique . On prend I00 ce de chaque phase éthèrée, qu'on évapore -+ Les résidus sont ‘%e =
ris pax IO ce de HCNaM/I0 et sur 2 ec de chaque solution aicaline,nous
faisons la zéaction coiorée «
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Pour une solution d? acide indol-acétique à 10”* x Dim Ts 78 0
Pour lturine pure , D= 1,780 . Cette densité est dix fois plus forte qu'en réalité ; car, au moment de la reprise du résidu d‘évaporation par la soude , nous avons concentré IO fois 3 donc D = 0,178 ,0,178 représente une quantité de I.OI mgr dans 100 cc d° extrait ,
Pour lfurine additionnée d' acide indol-acétique , D = 3.280 s il en est de même pour cette densité que dans le cas de 1! urine pure ; D=-0,828 correspondant à une quantité de I, 86 mgr pour IO0 cc &
Les volumes des phases éthèrées étant de I80 cc chacune, les quantités extraites sont respectivement de 3:
en mgr I,8I pour L' urine pure 3,348 pour l'urine additisnnée d'acide indol-acétique
La différence est donc de 1,53 mgr au lieu de 2 mgrs , On ne retrouve donc que les 3/4 de ce qui a été ajouté ,
Une extraction par 1! éther faite avec une solution d'acide indol = acétique dans 1° eau distillée a montré pourtant que 1* éther, en milieu acide, pouvait extraire tout l'acide indol=acétique présent + Le phénomène d'atténuation de la réaction, quoique moins marqué qu'avec l'urine brute, existe encore avec l'extrait éthèré .
Quatre extractions par l'éther ont été faites avec l'urine humaine.
Les résultats bruts et corrigés sont réunis au Tableau IV «4
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TABLEAU IV
9 RETZ ESEEEZ EEE Em : £ nt ES ne 1 Essais . Quantité trouvée % Quantité corrigée É Qu eo on qe oo on to mm nn on 0 ne oo ue men a et 8 0 0 sd mm on mm 6 vx me a me me ee 8 om om m8 4 I ‘4 15,4 0/00 ï 19,2 0/00 4 Le ou 2 00 en 0 oem mo on nt 0 me ve ou nn mo me 2 em mo om 6 0 QE A à ut 0 me om ui mo mo on mn 1 mn mn me ms mn © * à ‘4 8, I4 + IO, F7 % mm eo pe oo où me ot un ve con on en ele pe ou me on 10 eo om ne 00 on mé on me on mo ne me one un one me {Le on on ou on ms me ve ue 0 on on ee mnt me ten je me Co! $ . 3 e 8, I4 à TONTT * Fm me pu nt m0 nom mn 0 me me 8 em ve on ot on on oo 08 nt on po 0 on om me top 0 mn oo on ne oo me me pq moe mn ‘4 & ‘« 17,45 ‘4 27. 8I ÿ CEE QG QC CG LG GC QUO Discussion , Nous avons utilisé en premier lieu l'extraction à 1? éther,
parce qu'elle s?offrait naturellement à nous , Elle compte,en effet, parmi les premières méthodes d? extraction utilisées par KOGL et ses collaborateurs, Les résultats sont assez bons,pu‘sque, dans les essais faits avec addition dt acide indol-acétique, nous retrouvons les 3/4 de ce que nous avons ajouté.
is pendant ses recherches, KOGL envisageait 1a co-cxistence des au xines a et b,. L‘'extraction de celles-ci était identique à celle de L'née RARES Nous avons donc,dans ie même extrait, l'acide indol-acétique et les auxines a et b qui ne donnent pas de coloration rose,maïs, qui
sont plus actives sur le test Avena, et fausseraient aïinsi les résultats ,
I1 nous faut done,procéder à une séparation,pour éviter la présence simultanée des auxines a et bet de 1® acide indol-acétique Ctest pourquoi nous avons pensé aux échangeurs d*ions dont l'étude fe
ra l!' obfet des chapitres suivants ,
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Au congrès Antornetivnal de biochimie, SM, PARTRIDGE explique dans un compte rendu, qu'il a pu, au moyen d'échangeurs dfions basiques, séparer des amino=acides,prevenant de lfhydrolyse d'une protéine et se fixant sur l'échangeur dtions avec des affinités différentes , Tous les amino--acides en solution, étaient passés sur des colonnes df échangeurs d'ions,et,par és: lution,au moyen d'une base forte , on pouvait recueillir à la sortie les amino=acides apparaissant isolément, que L'on pouvait caractériser chacun à leur tour 4
Un autre exemple est mentionné dans les travaux de BENDALL, PARTRIDCE, et WESTALL (33) , Ces auteurs ont utilisé les échangeurs dfions en colone ne chromatographique . Ceux=ci fixaient Les corps à réaction alcaline et même les acides aminés , Ils faisaient ainsi passer un mélange de ceux-ci sur une colonne d'échangeurs d'ions qui les fixaient et La solution sortane te en était totalement privée . Les composants de ce mélange sont ensui= te déplacés par L'action d'une base plus fortement retenue sur la colonne, et qui déplace les autres composants ,
Ces auteurs ont ainsi fait passer un mélange de glycocolle et de créatinine sur une colsnne d' un échangeur d' ion appelé Zeocarb , La so = lution qui s'écoulait était privée de ces corps . Ils ont ensuite procédé
à l'élution pa une solution ammoniacale ,
ACUPAN, PAC PAC La Lg, dde)
me 42 Ce?
Le passage des amino=acidos était contrôlée par la conductivité électri que et par La concentration en ions H° de la solution ,
À la sortie,ïils ont obtenu d° abord une solution privée de base, oncuis te du glycoculle, suivi de créatinine et enfin de 1° ammonïaque + Il y a vait chevauchement du début de 1f élution de la créatinine et de la fin de l’élution du giycocolle , IL en était de même pour La créatinine et 1! am moniaque , Chaque nouvelle apparition d? un amino-acide était signalée par une nouveile augmentation du pH
BENDALL et ses collaborateurs ont montré que la quantité de corps fixé est fonction de La concentration de La solution et que la vitesse dî écou =
lement n° influait pas :
Ils ont ainsi rangé par ordre de fixation, une série d? amino-acides ct de bases et ont remarqué qu'une base était déplacée par une autre, si cette dernière était retenze plus fortement par les échangeurs d? ïons ,
Ces échangeurs dfions sont de deux sortes . Les uns fixent les bases, les autres,les acides , Cette différence provient de leur fabrication 4
Les premiers sont obtenus par condensation de formol avec des phé:«
nols + On augmente leur caractère acide en les traitant par l'acide benzènesulfonique . Ces corps peuvent facilement retenir les bases ou des amino acides qui ont un caractère basique, ou, du moins, qui ont un caractère plus alcalin ou moins acide que 1' &chanseur'd'ion Tuirème +
Les échangeurs df ions du type opposé sont obtenus par condensation
du formol avec des amines , Ils unt denc un caractère basique et retiennent
très fortement les acides , Ces échangours d' ions ont un aspect résineux: aussi les apnelle-t-on souvent des résines synthètiques .
La fixation d'acides aminés sur Zéccarb ( échangeurs de cations) et leur déplacement successii au moyen df une base plus forte , par BENDALL et PARTRIDGE, nous ont donné l'idée df utiliser des résines alcalines pour fie xer les acides se trouvant dans l'urine et les déplacer par un acide plus fortement retenu par Les résines ,
Nous avons ainsi emplové au cours des essais qui vont suivre, la résine ‘ DEACIDITE_" obtenue par condensation de formel et d* amines « La " Déacidite “ est préparée par la Permutit company, New York et fournie en France par les Etablissemnts PEL.LIPS et PAIN à Montrouge ,
Le type de Déacidite employé dans ce travail est 2e N° 515 "ETUDE DES CONDITIONS DE FIXATION ET DE Di ares 6 ANTIONS
A / FIXATION TES _ ACIDES
BENDALT., PARTRIOG® et WESTALL (35) , dans levrs comuriagtions , déclarent que la fixation d'un coms par les échangeurs dfiors est fonction de la concentration de ce comcs dans Ja süulution qui passe sur la colonne ° De plus, connaissant la concentration de La base qui sert à li élution, ils peuvent déterminer d'avance la concentration à nd le sort une autre base
déplacée par La première ,
Lai
Nous avons donc voulu déterminer en premier lieu les quantités d' acide que fixe La résine, par simple agitation , puis si les résultats sont les
mêmes dans le cas df une chromatographie sur colonne de résine «
I° / Par simple agitation ,
Pour cela, nous avons employé des solutions de différents acides à des concentrations Les plus variées possible ,
Nous avons aïinsi étudié l'acide chlorhydrique et l'acide acétique à des concentrations de N/I0, N/%0 ; N/40, N/80, et N/IO0 s
À cause de la faible solubilité de 1! acide indol-acétique dans 1° eau distillée, nous n°avons pas pu utiliser les mêmes concentrations pour cet acide . En effot, la concentration de M/80 semble être la limite de solubilité de ce corps dans l' eau distillée , Nous avons essayé al:rs a vec des dilutions plus élevées de M/I00, de 100€ 1000 10 et 107* 3,
En plus, nous avons recherché les quantités d' acides salicylique et para-amino-salicylique , que fixeraient éventuellenent les échangeurs df ions +. Vu leur mauvaise tolérance par la muqueuse gastrique, la fixation de ces acides sur des résines qui les neutraliseraient, pourrait rendre ser vice dans leur abilisation M
La technique de fixation fut la même pour tous les acides s Dans un Erlenmeyer, on met 20 cc d' æîide à la concentration voulue et 0.95 gr de résine finement broyée . Après une agitation mécanique de IO minutes, on
filtre . Dans le filtrat, nous dosons la quantité df acide restant, soit par
la soude à la concentration correspondante de celle de l'acide, soit par
ra
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colorimétrie dans le cas de L' acide indol-acétique 4 La différence nous donne la quantité d'acide fixée par 0,25 de résine,
que l'on rapporte à I gramme de résine .
a) Acide Chlorhydrique ,
Les résultats trouvés sont rapportés à I gramme de résine : , Les quantités sont données en millimols et en milligrammes par le Tableau V qui suit #+
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BABLEAU V . Quantités d'acide chlorhydrique, exprimées en millimols et en milligrammes ,; fixées par I gramme de vésine à des concentrations différentes ,
b) Acide acétique ,
Les résultats sont donnés par le Tableau VI .
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TABLEAU VI: . Quantités d' acide acétique , exprimées en millimols et en milligrammes , fixées par I gramme de résine à des concentrations dife
férentes ,
c ) Acide indol-acétique .
Les concentrations essayées sont de M/80, M/I00; M/I75,M/550, M/1750 .« Ces trois dernières concentrations sont très faibles et peuvent surprendre par leurs chiffres , mais elles correspondent aux concentre ::
k »: 05 x 10 et 10" , qui ont été souvent um
tions respectives de I0” tilisées au cours de ces recherches . Elles ont été exprimées en concen= trations moléculaires pour permettre, autant que possible, une comparaison
avec les autres acides +.
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Les quantités fixées sont données au Tableau VII
TABLEAU VII
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TABLEAU VII .. Quantités d? acide indol-acétique , exprimées en milli + mois et en milligrammes , fixées par I gr. de résine, à des concentrations différentes ,
d ) Acide salicylique .
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TABLEAU VIII Quantités d' acide salicylique, exprimées en millimols et en milligrammes , fixées par I gr. de résine à des concentrations dif férentes .
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TABLEAU IX
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DISCUSSION . En exprimant en milligrammes les quantités de chagne acide fixées par Igr. de résine, nous connaissons lfaffinité propre de chaque acide pour 1 échangeur df ions, mais pour pouvoir comparer les fixations de ces acides, nous les avons exprimées en millimols, à cause de la variation des poids moléculaires . Nous avons rapproché ces valeurs dans le Tableau X .(Page 49)
Les deux derniers acides, salicylique et para-amino=salicylique, doi vent Être mis à part . Les fortes quantités retenues peuvent si expli =
quer par la présence supplémentaire dune fonction phénol dans leur molécu-
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Pour Les autres acides, on remarque que 1! acide chlorhydrique est plus fortement retenu que 1! acide acétique, sauf dans Le cas ns tion 1/10, mais peut-être n'est-ce 1à qu'un résultat aberrant, puisque la résine fixe, à la concentration M/20, une quantité df acide chlorhydri= que supérieure à celle fixée à la concentration M/I0, alors que , dans tous les autres cas, la quantité fixée diminue avec La concentration
Quoi qu#'il en soit 1! acide chlorhydrique est plus fortement retenu que
1? acide acétique , .
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TABLEAUX, uantités d' acides, exprimées en millimols, fixées par I gr, de résine à des concentrations différentes ,
Pour 1° acide indol-acétique, dans les cas où les concentrations sont égales à celles des acides chlorhydrique et acétique , nous remar= quons qu'il est plus fortement fixé que L' acide acétique et moins que 1! acide chlorhyärique ; En appliquant avec des acides et des résines bac siques . Le raisonnement que BENDALL et ses collaborateurs ont suivi a vec des bases et des résines acides ( Zeocarb }, l'acide indol-acé tique serait déplacé par 1‘ acide chlorhydrique et déplacerait 1? æide acé=
tique ,; C? est d'ailleurs ce que nous remarquerons dans la suite »
ET Par chromatographie sur colomme de résine <
LE
Maintenant que nous connaissons la quantité df acide retenue par I gramme de résine, nous allons étudier les poss.fhiitkés de ce céplace ment du plus faible par Le plus fort de ces acides, en disposant la ré sine dans une colonne à chromatographier ,
Nous utilisons des colonnes à chromatographier de petite <aille , Ces cclonnes sont en verre + Leur hauteur est de 20 centimètres s leur diamètre intérieur mesure I cm », L' écouleræ nt Libre est généralement employé. de préfèrence Toutefois, lcrsque La résine se gonfle trop, quand on ajoute la solution, on est obligé d' employer le vide de is trompe à eau pour accélèrer le
passage . mais on se contente, autant que possible, df une légère suc
cion, pour ne pas augmenter 14 vitesse d' écoulement et rester dans les
NA
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mêmes conditions pour tous les essais ,
Tous les essaïs ont été faits avec I gramme de résine . Nous avons d' abord cherché à connaïtre Ta limite de saturation de 1? écnangeur d? ions par les différents acides que nous avons déjà 6tudiè au paragraphe précés dent . Nous avons cherché à quel moment apparaît 1? acide à la sortie , si on verse continuellement sur la résine une solution de cet acide ,
le but de ces essais est de voir si 1! on trouve les mêmes quantités fi.
xées, que dans les cas précédents où l'on procèdait par agitation , a) Acide Chlorhydrique «
Nous avons repris les trois concentrations de M/I0, M/20 et M/I00 » Nous avons fait passer l'acide à ces trois concentrations sur trois colon nés différentes e Lf apparition de 1? acide .à 12 sortie, était signalée par un abaîssement brusque du pH do a solution dar laguelle nous pou vions caractériser 1ï ion C1” «
Le nombre de centimètres cubes privés d1 acide chiorhydrique, 6
taient pour CIH M/TO de 20 cc, pour C1H W20 Ge 26 cc et pour C1H M/I00 de I20 ce « Le Tableau suivant nous donne Les résultats obtenus avec
deux essais :
TABLEAU XI
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TABLEAU XI . Quantités de C1H fixées par I gr, de résinÿ : en colonne «
ta Let ROLE
ut ea
À Ji 4
AU pp We
Ces quantités semblent un peu plus fortes que celles retenues par la résine avec agitation . | b) Acide acétique .
Au contraire pour 1! acide acétique, nous avons trouvé pour Les trois concentrations étudiées M/I0,W/20, et M/I00 , des quantités toutes les trois plus faibles que dans Le cas de la fixation par ee+tation . Les
quantités retenues par La résinc, exprimées en mikimols sont des
T pour la concentration W/I0 0,8 pour ® M/20 0,4 pour h M/I00 .
Là encore, 1f apparition de la sortie de 1! acide acétique était re pêrée par des essais fréquents du pH de la solution sortante , c) Acide indol=acétique Nous avons fait passer une solution d' acide indol-acétique M/I00 sur une colonne contenant I gramme d' échangeurs dlions , Tous les TO ec ,nous vérifions d'une part la fixité du pH de La solution sortante, et d'autre part 1! absence de coloration avec le réactif au perchlorure de Fer « Nous avons ainsi rocueilli I20 ce de solution complètement privée df acide indol-acétique . Nous pouvons donc dire que I gramme de résine fixe 1,2 millimol nu 210 milligrammes dt acide indol-acétique à la con=
centration M/I00 +
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Mais si nous continuons à faire passer de 1f acide indol“acétique, nous remarquons que le pH qui était à ce moment-là de 5,2 au vert de bro= nocrésol, baisse peu à peu à 4,2, puis à 8.8 ; mais il faut recueillir 70 cc de plus pour avoir un pH inférieur à 3,6 au vert de bromocrésol, alors égal à celui de la solution de départ , Parallèïicment au pH , la coloration rose avec le réactif C1H + Ci,Fe qui était nulic après I20 ec d' élution, est d? abord très faible et augmente de pius en plus et c' est seulement
quand les deux pH:
( pH de la solution primitive et
( pH de la solution écoulée ) se sont rejoints que nous avons une égaic intensité de coloration pour les deux solutions d'entrée et de sortie .
Dans Les cas de 1? acide chlprhydrique et de Z? acide acétique, :a concentration en acide de la solution sortante abteirt très rapidement la concentration de la soïution d° entrée * Au centraïre, pour 1° acide äindols acétique, on a vu que cet équilibre entre Les deux solutions n°! était at teint qu'au bout de 70 ce supplémentaires « On est aïnsi amené à penser que, dans ce cas, nous aurions affaire à deux fixations différentes : 1° une ionique, par le groupement acide CO0” de 1! acide incoï-acétique sur les groupements amînes de 1f échangeur d? !ons ; l'autre moléculaire par adsorption de la molécule entière sur la résine finement broyée « A 1° appui de cette thèse, on peut citer Le fait suivant s Lorsque
1! équilibre de concentration est atteint entre les deux soiutions df en
trée et de sortie (colonne saturée), et que i°on fait passer de 1i eau
em 54
distillée sur la colonne ,on remarque à la sortie que Le pH et 1! inten, sité de la coloration rose avec le réactif C1LH + C1;Fo évoluent en sens inverse,mais plus Zlentement que pendant la fixation . Le pH augmente et la coloration de La réaction diminue , Au bout de 400 ce d' eau distillée aïnsi passée , la coloration est encore appréciable , Et si, à ce mo= ment 1à, nous faisons passer de 1! ecide chlorhydrique M/I0, nous voyons alors le pH s'abaisser brusquement et la coloration réaugmenter en flèche,
Dtaïilleurs, dans le cas de sous-seturation, quand nous utilisons seulement 50 ec dt acide indol-acétique M/I00, nous ne déplaçons jamais ‘1! acide indol=acétique, quelle que soit la quantité d' eau distillée que nous faisons passer sur la colonne ,
Ainsi, lors de la saturation apparente, l'acide indol=acétique est retenu d! une façon plus lâche que L! on peut éluer , IL nous est alors éviderment difficile de faire la part exacte des deux fixations et pour comparer avec précision la fixation de 1f ac ide indol=acétique, avec cel les des acides chlorhydrique et acétique qui,eux, ne subissent pas dt = adsorption globale , iL est utile dites pour l'acide indol-acéti= que nettement en deçà de la saturation ,
Toutefois, puisquiun gremme de résine prive de tout son acide, I20 cc d! acäde imolmacétique M/I00, la résine fixerait au maximun la quantité de I,2 millinol et 1! acide indol-acétique vient donc st intercaler entre 1! acide chlorhydrique qui le déplacerait et l'acide acétique qu'il déplaccrait , C! est ce que nous allons voir au paragraphe sui
vant en étudiant le déplacement des acides entre eux ,
At 47
Fe)
B / ELUTION D'UN ACIDE PAR UN_ AUTRE ACIDE
BENDALL, PARTRIDGE et WESTALL (33) ont établi pour les amino=acides les courbes da? aËsorption en fonction de la concentration moléculaire de ces amino=acides « La baryte qui a un caractère très basique se trouve donc beaucoup plus fortement retenue sur 12 résine Zéocarb que Les aninohacides, Les courbes de fixation sont obtenues en portant en abscisses la concentra= tion de la solution que l'on fait passer, exprimée en millinol par ce et. : en ordonnées la quantité retenue par Igr de résine ,exprimée en millimol Les courbes données par BENDALL et ses collaborateurs sont représentées sur la figure 9, page 56 ,
La baryte déplace les bases et les acides aminés à des concentrations établies d° avance , en joignant 1! origine des coordonnées au point B correspondant à la concentration où l'on utilise la beryte , Cette droite coupe les courbes d‘aësorption des acides aminés et des bascs x, points N,A,C,;,C° G correspondant aux concentrations auxquelles ces ders!
niers sont déplacés , à Nous avons retrouvé cette relation pour 1? acide chlorhydrique M/T0
qui déplace Lf acide acétique fixé sur Déacidite ,
SCAN ot CH COOH ,
ss
Sur une colonne de I gramme de résine, nous avons fait passer 8 cc
de CH,COOH M/I0 et nous avons ensuite fait passer de 1! acide chlorhydri=
que M/I0 ,
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Courbes de fixation des aninosacides ot des bascs par gramme de Z6éo carb en fonction des concentrations en millimols des solutions chronatogras phiées , Ces courbes ont été cbtonues par BENDALL , PARTRIDGE et WES =
TALL e
En joigmant à 1f origine Le point B correspondant à une concentration N/IO de Baryte, on détermine les concentrations auxquelles seront éluées
les autres bases ct les amino-acidos par La Baryte N/I0 . Celles-ci sont données par les abscisscs des points df intersection N,A,C,C! G de la droite rouge avec Les courbes respectives des différentes bases et ami no#acides ,
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FIGURE 10, Courbes de fixation des acides chlorhydrique (I) et acé- Tique (II ) on fonction des concentrations en millimols des solutions chromatographiées
En joignant 1! origine au point de concentration N/I0 de 1! acide chlorhydrique, on détermine la concentration où C1H dépla= céra l' acide acétique ; celle-ci est donné par 1! abscisse du point dt intersection de La droite avec la courbe de lfacide acétique ,
A 1e sortic, nous avons dosé 1! acidité de la solution par la soude M/F00, Aux deux essais qui ont été faits,on trouve les quantités de 4,8 et 4,1
cc de Soude M/I00 pour I ce de solution ., Ces deux quantités de Soude montrent que La concentration de la solution sortante était de 0,4 à
0,045 millimol par ce qui est la concentration où l'acide chlorhydri que M/I0 déplace l'acide acétique ,
Sur un graphique ( voir fig IO ,page 57, nous portons en abscis — ses les concentrations en millimols par cc et en ordonnées les quantités df acides, exprimées en millimols, fixées par gramme de résine .
Nous obtenons ainsi un certain nombre de points pour los acides chlorhydrique ct acétique que nous joignons par des courbes respectives pour les deux acides . Si nous joignons alors 1! origine O au point correspondant à la concentration W/I0 de 11 acide chlorhydrique, cette droite coupe justement la courbe de 11 acide acétique au point correspondant à la concentration où 1! acide chlorhydrique M/T0 déplace 1! acide acétique ,
( Fig. IO; page57 ) 2° s CIH ct Acide indolhacétique .
DE le cas de 1f acide indol-acétique, il nous est difficile de faire le même essai, comme nous 1° avons vu précèdemment, il est impossible df établir exactement la courbe de fixation en fonction de la concen= tration . Toutefois, nous avons pu déterminer df assez près la concentra= tion à laquelle 1® acide chlorhydrique M/I0 déplace L' acide indol-acéti que «
Pour cela,nous avons fait passer I00 cc d' une solution df acide
indol=acétique M/TO00 sur I gramme de résine .
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Nous avons lavé cette résine avec de 1! eau distillée , jusqu'à ce que les eaux de Lavage ne donnent plus de coloration rose avec Le réac= tif au perchlorure . Nous avons alors fait passer de 1! acide chlorhy= drique M/I0 , Aussitôt la réaction avec le perchlorure est redevenue très fortement positive et au maximum , la coloration correspondait à une CONæ= cenbration de M/T20 . Nous renérquerons cependant, que, là encore , 1! a cide indol-acétique est plus lent que 1f acide acétique , pour atteindre son maximum de concentration à la sortie,et que rapidoment il est accompagné af acide chlorhydrique ,
5° / C1H , CH,COOH , Acide indol-acétique .
Si l'on fait passer 50 ce d' une solution d? æide indol-acétique M/I00 sur une colonne contenant I gramme de résine et que L' on continue par de l'acide acétique, nous remarquons que L!' acide acétique est d'am bord retenu par la résine jusqu'à la saturation de celle=ci et ensuite lfacide acétique apparaît à la sortie sans déplacer 1! acide indol=acé= tique
À ce moment, en faisant passer de 1! acide chlorhydrique M/T0 par exemple,nous voyons apparaître en premier 1! acide acétique, puis 1! a cide indol-acétique ct le début de 1! acide chlorhydrique avec la fin de 1f acide indol=acétique , Cf est d'ailleurs ce qui était prévu par les courbes de fixation des acides sur la résine , 1! acide indol-acétique
st intercalant entre les acides acétique et chlorhydrique
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C / ACTION DES SOLVANTS ORGANIQUES
Nous avons vu que si 1! eau éluait 1! acide indol=acétique fixé io niquoment sur la résine, elle respectait celui qui y était fixé molécu = laïirement , Nous avons alors étudié 1e comportement de 1! acide indol= acétique en face de trois solvants organiques courants s alcool,éther, et chloroforme 5
Sur une colonne de I gramme de résine, qui avait retenu 1! acide indol=acétique de 25 cc M/I00, nous fait passer 50 ce df alcool ,50 ce d* éther et 50 ce de chloroforme . Après évaporation de ces trois sols vants et reprise de leurs résidus par une solution alcaline, nous avons
fait la réaction colorée qui sf est montrée négative, sauf peut-être pour
15 alcool, où elle sf est nontrée extrêmement faible , D / ACTION DES SOLUTIONS ALCALINES ,
Une solution de soude déplace évidemment les acides fixés sur la résine,d'autant plus vite qu'elle est plus concentrée .
Cela consiste à régènérer 1! échangeur df ions ,
CONCLUSION DE CETTE ETUDE
De tout ce chapitre d? essais généraux sur les échangeurs d'ions
( Déacidite ). nous retiendrons surtout,pour la suite des recherches 3:
I° # L' ordre de fixation des acides ; 1! acide chlorhydrique étant micux mieux retenu que L! acide indol-acétique, lui-même retenu que 1! acide a=
cétique et par conséquent le déplacement du second par Le premier est possible ,
2° / La fixation ionique de 1! acide indolh=acétique peut se compli-
quer df une adsorption moléculaire de 1! acide sur La résine ,
3° / Los selvants organiques ne déplacent pas l'acide indoleacétie
que fixé sur La résine et La soude peut régènérer les éæhangeurs d'ions
on enlevant tous les acides ,
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Dans le chapitre précédent . nous avons vu qu'on pouvait fixer plusieurs acides sur une même colsnne dé résine ct ensuite les déplacer dans un ordre défini par un acide plus fortement retenu par la résine
0? est pour cette raison, que nous avons été amené à utiliser les échangeurs d’' ions pour étaler et séparer les différents corps à carac = tère acide qui masqueraiïent 1? acide indol=acétique dans 1° urine humai ne »
Opérant avec des résines fixant électivement los anions, nous avons d'abord utilisé une urine acidifiée à pH=8.8 au vert de bromocrésol, par 1 acide acétique qui est moins retenu que 1° acide äindol“acétique que nous voulons isoler < Nous en avons ainsi fait passer 25 cc sur I grame
4 # LA
me de résine Déacidite 515 et nous avors ensuite procédé à 1° élution
par HCL M/IO «
À a sortie, la solution est recuoillie par portions de I0 cc sur chacune desquelles nous avons fait une réaction colorée avec le réactif C1H+ Cl.Fe , Malheureusement les réactions furent négatives , Toutefois la comparaison avec la coloration obtenue avec l'urine pure montrait un certain progrès +
I° / Utilisation de deux échangeurs d'ions ( cations et anions as=
sociés) ,
Aussi on CON TIURe en employant, cette foïis,une première co lonne de Zeocarb qui retiendrait les corps à caractère basique, pouvant ê= tre retenus aussi par la déacidite et qui géneraient la réaction
Après le passage sur Zeocarb et avant celui sur Déacidite, l'urine est acidifiée par 1! acide acétique jusqu'au pH=8,8 au vert de bromocréso1,
Après ce premier passage sur la déacidite, nous avons rcfait passer la même urine sur une deuxième colonne de Déacidite «
Enfin sur ces deux colonnes,nous avons procédé à 1! élution par l'acide chlorhydrique W/I0 , Nous avons recueilli 1! éluat par portions de 9 cc sur Re avons fait la réaction colorée avec Le per chlorure de Fer «
De plus pour pouvoir suivre la fixation et 1f élution de 17 acide indol=acétique dans 1! urine, nous en avions ajouté une quantité très fai ble de manière à avoir une concentration de M/2000 ,
Des réactions colorées, dont nous avons pris les spectres, ont été #
faits sur 1? urine s
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avant le passage gur Z6éocarb (I)
après lo passage sur Zéocarb (2) f : après lo premier passage sur Déacidito au début (3) et à la
fin (4) de La chromatographie ,
après le deuxième passage sur Déacidite (5)
sur les élutions des deux colonnes de Déacidite (6 et 7) Nous avons Les courbes de 400 à 650 mu sur la figure II, page €&
aux numéros correspondants «
DISCUSSION « De 1! étude de ces spectres, nous pouvons tirer que s
a) le passage sur une colonne de Zéocarb nt apporte ici au = cun avantage . Les deux courbes des spectres avant ct après sont paral= lèles et Les densités diffèrent très pou . Le Zéocarb nf æ donc retenu qu'une quantité minime de substances |
b) Le déacidite,par contre, a retenu une quantité importante de produits correspondant à la différence des densités optiques des spec= tres 2 d'une part et des spectres 3 ot 4 d! autre part .
c) Le spectre 5 provient de 1! urine recucillie au début du passage sur La première colonë de Déacidite , Le spectre 4 est fait avec le même urine, mais à La fin du passage . La différence très nette entre 3 cb 4 prouverait que la résine serait rapidement saturée et laisserait peu à peu st échapper les anions .
d) Ie spectre 5 nous prouve justement la même chose , Se den sité optique plus faible que celle du spectre 3 montre que la deuxième a
encore retenu df autres produits,mais en a cependant laissé passer d'au
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mp FIGURE II, Spectres obtenus par réaction ce C1H + CL Fe sur un mé= e d' urine et dt acide indol-acétique + é avant le passage sur Zéocarb “% spectre I après le passage sur Zéocarb + spectre II ; après le premier passage sur Déacidite, au début spectre II à la fin + IV après le deuxième passage sur Déacidite % spectre Y sur les élutions des deux colonnes de Déacidite sspectres VI ,VII,,
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tros qui donnont Le spectre 5
c) Les spectres 6 et 7 nous montrent que 1f acide indoleacétique n! a 6t6 retenu qu'en partie par la première colonne de Déacidite,puisqu'on en retrouve des quantités importantes et presque égales, dans 1! élution de la seconde , On voit aussi que 1! élution chlorhydrique 1! a séparé süffisament des autres corps, car la coloration est bien rose et le spoc= tre nf cst pas trop déformé ,
Nous retiondrons donc que 1! acide AN lasstiate est fixé par la résine Déacidite et qu'après 1! élution chlorhydrique, 1e spectre est encore typique . De plus,il nf est pas besoïn df utiliser une première colonne de Zéocarb, mais une seule colonne de Déacidite ne suffit pas pour
retenir tous les anions ,
2° / Utilisation de Déacidite seule et dt urine pure ,
La quantité dat acide indol-acétique prévue dans l'urine est très faible , Aussi faut=il faire passer beaucoup d'urine puisqu'il senbleque la résine en rotienne une quantité proportionnelle à celle passée . C'est pourquoi, dans un nouvel essai sur I gramme de Déacidite nous avons fait passer 180 ce df urino et nous avons procédé à 1! élution par 1! acide chlorhydrique M/L0 en recueillant la solution sortante par portions sépae rées de I0 cc e
La réaction colorée avec C1H ct C1.Fe est faite avec 2 ce de :
chaque portion ,
Les trois premières portions donnent uno réaction négative , La 4 eme a déjà une légère coloration ct enfin la 5 eme portion donne le spectre de la figure I2,page 68 , Le maximum est à 510 np . 3 portions suivantes sont recueillies donnm't encore une coloration rose qui va en diminuent jusqu'à O0,
L'urine déjà passée sur cette résine est repasaée sur une deuxième résine.,sur laquelle nous faisons un déplacement avec 1! acide chlorhydri= que M/I0 .« Dans ce cas, Les 4 premières portions ne donnent pas de co lorations « Seulement 3 portions (30 cc) donnent une coloration rose plus faible que dans la première élution .
Un nouvel essai est fait, cotto foïs,avec une urine très colorée et déjà très acide (pH = 4,8 au vert de bromocrésol), dont nous avons fait passer 100 cc «
La solution éluée comme précèderment, noùs donne une réaction co= dorée noticment rose et la courbe de la figure I3, page 68, qui ressemble
tout-üsfait à ceïle de 117 acide indol-acétique avec ‘un maximum à 510 np NE.
DISCUSSION + L'utilisation de la Déucidite seule pour chromatigraphier | l'urine semble pouvoir donner un bon résultat dans certains cas . Il y en out pourtant où nous nfavons pas pu caractèriser L' acide indol-acé tique 4 La réaction au C1H ct CL1,Fe pour 2 «ec d! élution ne donnait pas une coloration rose mais plutôt brune ,
Variations du pH , Nous avons pensé que 1! acide indol-acétique
n'était pas toujours fixé au passage sur La résine et que cela était lié
à une question de pH + Comme les meilleurs résultats étaient obtenus
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FIGURE I2 , (ci=contre)
Le spectre I correspond
à 1* élution dt une chro=
matographie df urine soule ,
Le spectre II cost donné par L,
la réaction colorée sur 1!
acide indol=acétique DAeiGonr
Les deux courbes se confon = !
dent presque , On se trouve
LI LJ LJ Ô bien en présence d! acide ine 1
dol=acétique dans l'élution de 0 fe so os
En m itrurine , fe
FIGURE 13 « (ci-contre ) Ce spectre est donné par 1! élus tion dt une chromatographie df us rine seule Îl correspond à celui de 1' acide indol=acétique avec
un maxinum de 510 np ë
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avec de 1? urine recucillic.au moment de la digestion, quand Le pH de 1! urine est relativement élevé, nous avons fait varier Le pH de 1! urine en 1° alcalinisant avec de 1! armoniaque «
Liurine choisie pour cet essai avait un pH = 4,8 au vert de bromo= crésol . IL a été ramené à 7,2 par addition d? ammoniaque , Une chroma= tographie 4 été faite séparément avec les deux types df urine pour pou . voir comparer les résultats < Les élutions ont été recueillies par por à tions séparées de TO ce
; Avec 1! urine au pH= 4,8, nous notons,après action du réactif et analyse de la couleur au spectrophotomètre, une coloration brune dans les deux premiers tubes .« Elle devient rose au troisième, atteint son maxi mun au 4 eme et va ensuite en diminuant , Pour 510 rm , los densités optiques sont de 0,770» 0,780 et décroissent jusqu'à 6: D: Ta densité optique totale pour tous les tubes ayant une coloration rose est de : ; LUN
f Li élution se trouve un peu modifiée avec lfurine de pEH=7,2 , D'une part dans les trois premières portions, on ne remarque aucune co loration,même brune ,; La sortie de l' æ ide indol-acétique se trouve retardée + L'urine qui était passée, avait un pH alcalin et de ce fait eugrentait 1! alcalinité de la résine . Il fallut donc un volume plus grand d'acide chlorhydrique M/I0 pour saturor la résine avant de déplacer les anions . D'autre part la densité optique totale obtenue avec la s0= lution éluéé est de 5,450 , Elle se trouve donc égale à celle du pre =
mier essai où nous avions opéré à un pH acide +
Nous avons réuni dans un même tabloau los différents éléments de cette
discussion sur la variation du pH »«
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TABLEAU XII . On remarque facilement Le retard de la sortie de L! acide indol=acétique . Le total des densités optiques est sensiblemont égal dans Les deux cas ; la fixation et 1! élution de 1! &æide ne sont donc
pas amélioré-spar un changement de pH,
le En bref, nous constatons qu'un changémont de pH n' améliore pas sen- Siblenont la fixation et 1? élution de 1! acide indol-acétique
Aussi nous n° on ticendrons pas compte »
Nous avons aussi remarqué un déplacement du maximum de 5I0 Ep à. 520 rh ; dont nous rcparïicrons plus tard , |
Mais il reste que la déacigäte pormet,en quelque sorte ; un dé= veloppenent de l'urinc, où 1! élution fait sortir Les anions plus ou | roins séparés permettant iour identification . Entre autres exemples : on remarque facilement la sortie de 1f acide urique qui, se trouvant dans un milicu très acide, cristallisc aussitôt dans los tubes 6,7 et 8 où on le recucille ct que 1f on peut reconnaître au microscope 4
Fractionnement de 1° élution ., Les corps fix$s sont déplacés les uns après les autres par 1f acide chlorhydrique ;dans un ordre défini , | Pour éviter un nouveau mélange, nous avons été amené à fractionner 1! élution en portions de I0 cc sur chacune desquelles nous faisons la réac= tion colorée avec Le perchlorure et nous prenons les spectres de cha que coloration . Nous obtenons pour chaque élution une série de courbes plus ou moins accentuéos È
lés essais qui suivent ont été faits sur divers 6chantillons dî urine hunaïne ,
Nous renarquons d? ebord que les trois premiers tubes ‘le 1! élu tion ne donnent aucune coloration , Le 4° est le premier à donner une réaction positive et correspond aux courbes I des figures T4 et IS, page 72 -« Dans ces Lux groupes de courbes, on voit que la courbe la plushau=
te correspond au 2° tube ct peu à peu le maximum des courbes diminue jus=
qui à ous
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FIGURE IA , (ci-contre ) Les spectres sont donnés par les de rations des différentes fractions ol.
de lfélution dont ils suivent 1! ordre . Le spectre I est donné par le 2° tube qui est le premier à donner une coloration ,
On renarque que le maximum Le plus fort est donné par Le deu- f xième spectre
On remarque,de plus,un dépla= cenent du maximun vers la droite
à 520 mp pour les derniers spoc= “
tres eo
FIGURE 15 , (ci-contre )
Mênes observations que pour La
figure 4 «4
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FIGURE 16 « (ci-contre) Mênes observations que pour la figure IA,
La seule différence est que la première colora= tion cst donnée par le
3° tube correspondant
Eh spectre I . Les autres spectres suivent dans 1!
ordre de 1 élution ,,
> FIGURE 17 « (ci-contre ) Mêmes observations que pour la figue
ro T6
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Vers la fin de ces essais, nous avons été obligés d! employer une ré sine provenant d' un autre lot de Déacidite . Nous avons retrouvé La plus forte concentration en acide indol-acétiquo dans le deuxième tube ayant une coloration rose, comme Le montre les deux séries de courbes des figue res I6 et I7,page 73 , La soule différence était que l'acide indol-acétin. ‘que nt apparaissait plus au 4° tube, mais dès le 3° « Cela provicnt que deux échantillons différents af échangeurs df ions n'ont pas toujours Le même pouvoir de fixation des acides ,
REMARQUE . On note cependant un déplacement très net du meximm vers La drobte . Alors que dans les prenières courbes,le maximum est à 510 qu dans les suivantes, il se déplace à 520 mm , Nous voyons même dans le troisième oxemple ( fig , I6) Le maximum se déplacer de 500 ny à 520 mp «
Pour prouver que ces courbes correspondent bien à 1! acide indol=acéti que, nous allons voir :
I° / plusieurs courbes différentes de 1! acide indol-acétique pur 2° / La similitude de fixation et dt élution de 1! acide indolacétique isolé . :
3°/ le renforcement par addition d' acide indol-acétique, des
courbes obtenues par L' urine seule ,
I° / Spectres d' absorption de 1! acide indol=acétique
Au cours de ce travail,nous avons fait plusicurs spectres de solution pure d' acide indol=acétique et nous avons obtenu les spectres des fig.I9, page 75 , Ces spectres ont un maximum à 220 IH +
Pour La courbe II des figures I8 et I9,1! acide äindol-acétique était
FIGURE I8 , (ci-contre) Lo spectre I est donné
par l'acide indol-acé—
tique en solution aci-
de ct présente un maximum à 500-510 nu .
Le spectre II est donné par l’acide indol=acéti que en solution alcaline et présente un maxi-
num à 520 Ty :
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FIGURE 19 . (ci=contre }) Exemples de spectres donnés par
des solutions pures df acide in
dol=acétique et présentant des
maxfñma à 520 RE
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en solutio n aïcaline + Par contre en solution acide, nous avons obtenu la courbe I fig. I8 qui. nous montre un maximum à 500-#I0 TD Nous avons déjà vu Fig ,2 page 20 un exemple de courbe ayant un maximum à SI0Me 2° / Fixation sur résine ot élution de J! acide indol-acétique en solution pure » | I00 ce d' une solution W/5000 df acide indol=acétique ont été passés sur une colonne contenant I gramme de ne ° Lfélution a été foie te comme d'habitude par HCL M/I0 et recueillie par fractions de TO cc, Les 2 premiers tubes ne donnent pas de coloration : Les spectres des colorations des différentes portions sont représentés sur la figure 20 page 77 . Le spectre I correspond au tube N° 3 .. là encore, nous renarquons que 1° acide indol-acétique ne cormiens ce à apparaître quiau 20° cc, que le maximun de concentration est atteint seulement au 2° Lube contenant de 17 aide indol-acétique, c' est à dire du 30° au 40° ce a En mêne tenps, nous voyons le maximum se déplacer légèrement de 500 my dans Le T° tube à 510 ot 520 ru dans Le 3° tube », De Renfrrcement par addition d'acide indol-acétique des
courbes chtenues avec l'urine pure «
A IOO cc.dt urine,nous avons ajouté 2 mars d' acide indol-acétique,
Cette addition a été faite sous forme de 2 cc dt une solution d' acide 2 0 EN — 18 ” e 0 # e indolacétique à TO , dans 1° eau distillée, ce qui ne change pas Le
pH de l'urine ,
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FIGURE 20, Spectres donnés par les différontes fractions la de ltélution d'une 7 solution df acide in D otitue pure « 18 rs On renarque que : :
La première coloration est donnée per le troisième tube ct corres= pond au spectre I Le maximum le plus fort qi est donné par le spectre sis HU Le maximum se déplace à
520 nu dans les deux der
niers tubes « 7 0,5 Œ 48 Sue 550 00 65e
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FIGURES 2I , Spoctres obtenus par les éfations des chr'matographies d’ urine seule ( à gauche) ct dt urine + acide indol=acétique (àdroite) . On retrouve des deux côtés Les mêncs phénomènes , Seuls les naxima sont plus élevés du cô= té où se trouve Lf acide äindol=acétique ,
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FIGURES 22 . Spectres obtenus par les élutions des chromatographies d'urine seule (à gauche) et dt urine + acide indol=acétique (àdroite) , Mêônes obsciva tions que pour Les figures ?2I »
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Nous avons pu ainsi comparer Los élutions obtenues avec 1! urine pu= re et l! urine additionnée d' acide indol=acétique, L'étude des deux sés ries de spectres de la figure 21,page 78 montre que nous retrouvons dans les deux ae, avec ct sans acide indol-acétique, les mêmes phénomènes, mais avec plus d' intensité 13 où se trouve L' acide indol=acétique e La coloration commence à apparaître au troisième tube dans Les deux Cas +
La plus forte concentration en acido indol-acétique, est atteinte au 4° tube à partir du début de 1! élution ,
On note toujours Le déplaccnent du maxirrum vers 520 NH» EVOC TONe forcement de ce maximum , dans Le cas où nous avons ajouté 1! acide indol=acétique «
Un deuxième essai a été fait dans les mêmes conditions et nous
montre les mêmes résultats, représentés par les deux séries de courbes
de la figure 22,page 78 .
eu
Cogclusion . Nous avons pu obtonir par élution d? une chromatos :: graphie dt urine pure, une courbe superposable à celle d'° une solution dt acide indol-acétique M/I0,000 comme le montre les spectres de la figure T2, page 68, |
IL est difficile de pæler de maxinur strictement fixé à 510 np puisque 1! acide indol=acétique lui=même,on solution pure, donne une réaction qui présente des naxima oscillant entre 500 et 520m ec
De plus, les élutions de 1! acide indol-acétique sont simultanées,
que nous ayons affaire à 1! acide indol-acétique pur, à 1! urine pure
ou à celle où nous avons ajouté de L' acide indoleacétique , Dans ce der= nicr cas, 1! acide indol-acétiquo ajouté renforce , sans déformer, les courbos donhécs par 1f urine pure , Dans ‘tous les cas, nous remarquons donc :
a) Ltapparition de l'agide indol=acétique au 20° ce c! est-à-dire au 3° tube + b) La plus forte concentration de 1! acide indol-acétique atteinte au 4° tube, du 30° au 40° oc de 1! élution ,
na) Un déplacenent du maximum vers 520 mp dans les tubes suivants «
Nous nous trouvons donc sûrement en présence df acide indol-acé=
tique dans les élutions de 1? urine, .
_ 4* / Fixation de 1! indol et du scatol sur La Déscidite, en so lution et ajoutés à 1! urine ,
Nous avons étudié les cas du scatol et de 1! indol, pour sf assu= rer qu'ils ne troublaient pas la recherche de 1! acide indol=acétique 4 a) En solution pure .
I ) Scatol . Le scatol,en solution puro,après action du réactif CH + CLFÉ Eee ayant un maximum à 470 ru « La coloration est rouge=orangée très vive . La donsité optique à 470 mp est de I, 8I pour une solution M/I000 »e Le spectre est représenté sur La figure 23, page 8I , ;
Nous avons fait passer une telle solution sur I æ. de résine et après 1* élution par 1! acide chlorhydrique M/I0, nous avons fait a réaction colorée . Le spectre se trouve complètement transformé ( voy. fig. 23,page 8I ) IL descend faïblement à partir de 450 mp, est aplati
FIGURE 23 dog a Spectres donnés par
le scatol avant chro= matographic (spoctrel) et après chronatographiec et élution pæ HCL 45 (spectre II)
La courbe du spectre IT est aplatic ct ne
présente plus de maxi
TU
450 $0e 550 éeo Ve
LR
se
= 82 = et ne présente plus de maximum à 470 mp . La coloration est devenue brune,
II ) JIndol . Nous avons fait passer une solution d' indol à 10° sur La Déacidite , L'indol semble être très faiblement retenu par La Déa= cidite, car nous le voyons apparaître à la sortie aussitôt,pendant la chronatographio . Le spectre n'est pas modkfié , ( Fig, 3, page 22] «
b) Ajoutés à 1! urine ,
Des essais comparatifs ont été faits avec de l'urine pure et avec la mêne urine additionnée soit df indol,soit de scatol . Nous avions ajouté I mer. df indol à IOO cc dt une part, ct 1,3 ner. de scatol d! autre part à 100 autres ce de la même urine .« Enfin 100 ce de la même urine étaient passés tels quels sur la résine ., Les trois élutions ont été faites de la même manière avec 1! acide chlorhydrique M/I0 et divisées en fractions de J0 co.
I ) Scatol . Dès le premier tube, le réactif C1H + CL Fe donne une coloration brune, qui donne le spectre I de la figure 24,page 83 ressemblant au spectre de sertie du scatol ; puis cette coloration dimi= nuc dans Les 2 tubes suivants ( spectres II et III ) . Le spectre IV mon= tre qu'il y a probablere nt un mélange dt un peu de scatol et df acide indol=acétique , La courbe ost encore aplatie, mais elle est plus relevée que les précédentes, à cause de 1! æide indol=acétique qui commence à sortir . Dans les tubes suivants, la coloration est nettement rose et les spectres correspondent à ceux de Lf acide indol=acétique 4
On voit dans 1? étude de ces spectres,qu'il ne peut y avoir confu
456 | Fee $£e Évg &So À eu M jo FIGURE 24, Spectres donnés par les différentes fractions de 1' élue tion dt urine additionnéc de scatol , Le prenier spectre correspond au prenicr tube de 1! élution dont la co= loration était brune , Ensuite la concentration en scatol décroft et ltacide indol=acétique commence à sortir . Les dernicrs spectres corres= pondent à ceux donnés par 1! urine puro 4 :
LC spectre IV montre qu'il y a encore un mélange de scatol et dt acide
indol-acétique + La courbe est encore aplatic, mais elle est plus role
vée que Les précèdentes à cause de 1! æide indol-acétique qui commence
à sortir e
OL
Le prenier spectre cor g
respond au T° tube de 1!
élution, où L'indol appa= 7
rait déjà,et décroit peu
à peu à partir du 2° tube jusqu'au tube TV qui. pré- T sente cncorc un maximum
à 490 rm, mais où L? acide cé aS A 4
Indol=acétique cormence à relcver La partie du ah spectre situéc à 500 =
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sion du scatol avec l' æide indol-acétique I° / à cause de la diffé = rence des couleurs , et 2° / surtout parce que le scatol est éliminé dans les toutes premières portions de 1! élution avant 1? acide indol-acétique,
IT ) Indol. ILen est de même pour 1! indol . Dès les premiers ce de 1! élution, on obtient Le spectre propre à 1! indol . C® est à ce moment-là que nous avons la plus forte concentration de l'indol , On La voit diminuer peu à peu dans chaque fraction . On le remarque faciïement en regardant la hauteur des courbes I , IT ,; III , IV de la figure 25, page -84 . Parallèllerient, on voit La courbe sf abaisser à la Longueur 490 np et accuser un relèvement à 510-520 rm au fur et à mesure de la sor= tie de 1! acide indol-acétique ,« On remarque surtout ce fait pour la courbe IV mù le maximun est encore à 490 TD mais où nouë avons un pla teau à 500=5T0 my aû à l'acide indol=-acétique, qui nf existait pas dans la courbe précédente III ,
III ) Urine pure .
Nous avons aussi fait passer 100 ce de la mêne urinc qui avait ser vi aux essais avec Le scatol ct 1! indol .
Sur chague fraction de IO ce de Lt élution, nous avons fait la réaC—= | avec CLH + C1,Fe + les trois premiers tubes nfont pas donné de colora= tion , C! est encore au 4° tube que nous voyons apparaître la coloration rose due à L' acide indolsacétique , La coloration de ce tube a donné le spectre I de la figure 26,page 86 . Les autres spectres de cette fi gure correspondent aux autres fractions de 1? élution ,; Nous y retrouvons la physiononie des autres courbes précédentes une fois que le scatol ou
_1t indol étaient élininés ,
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FIGURE 26, Spectres donnés par les différontes fractions de 1! élu- Me de 1! urine sou- LA qui avait servi aux essais précédents avec le scatol cet 1!
indol Ià, les trois pre = micrs tubes de Lt élue tion sont incolores, Le spectre I correspond au & ° tube é retrouve encore Le plus fort naxinun au 2° spectre ct le dépla= cenent du ner vers 520 TR dans Les derniers
spectres +
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Pa ces trois groupes di essais faits avec 1? urine pure et addition née dt indol ét de scatol, nous voyons que ces deux corps ne peuvent pas prêter à confusion, parce que leur moment de sortie est irmédiat et nette nent antériour à celui de 1f acide indol-acétique et de plus, les spectres respectifs de 1! indol et surtout du scatol sont nettement différents de celui de 1! acide indol=acétique , 2
Toutefois si 1! on regarde les courbes IV de 1! urine + 1! indol (fige 25 ) et de 1! urine + le scatol (Fig. 24) ct la courbe II de 1° urine seule ( Fig. 26 ), on s! aperçoit que, dans ce dernicr cas, le maxi = nun est beaucoup plus élevé que dans les 2 autres, alors que nous nous trouvons aux mênes moments des élutions . L' äindol ct surtout le scatol seraient donc cause,soit d'un retard dans 1f élution, soit dt une diminue tion de la coloration donnée par 1! acide indol-acétique . En effet, dans le cas de 1! urine pure, la densité optique totale des différentes frac = tions de 1! élution est de 3,265 . Dans lo cas du scatol, elle nt est que de 2,715 à 5I0 TD IL y a donc une différence de 0,550 qui corres= pond au 1/6 de 3,265
Nous avons pensé que 1! atténuation de la réaction colorée était
due au scatol et pour Le contrôler, nous avons fait une réaction en one ployant des solutions pures de scatol et d? acide indol acétique , La coloration donnée par le mélange de ces deux solutions présente un maxi mun déplacé vers la droite à 540 my et très supérieur à la somme des den sités optiques données séparément par les solutions ‘ pures , IL y au
rait donc une autre cause que le scatol provoquant dans l'urine une atté=
nuation de la réaction colorée ,
A a ne 1 AA À
5° / Essai de lavage avec solvants organiques et de déplacement par la soude .
L'élution par 1! æide chlorhydrique M/IO nous fournit tout 1° acide . indol-acétique sous un volume relativement éïevé , L? utilisation du mê + me acide plus concentré,nous permettrait sans doute de réduire ce volue , : mais la fragilité de 1! acide indol=acétique en miliou acide , nous interdit un tel procédé . Aussi,nous æ ons pensé pouvoir utiliser une solution alcaline relativement concentrée n° ayant pas cet inconvénient et permettant un déplaccment rapide de 1f acide indol-acétique ,
I1 fallait au préalable nous débarrasser de corps annexes déplacés par la soude ct masquant ia coloration rose donnée par 1 æide indolacétique , Celui=ci n! étant pas déplacé par L! alcool et 1? éther nous les avons employés pour essayer de laver la résine de ces cos annexes
Donc, après avoir fait passer I00 cc d' urine sur I gr, de résine,nous
avons lavé la colonne avec I00 cc dî alcool et IO0 ce d? éther . L' élue .
tion a été faite par la soude M/I0,qui a déplacé en IO cc tout ce qui é» tait fixé sur la colonne +
La réaction colorée s malheureusement donné une coloration brune, dont le spectre de la figure 27, ne permet pas de reconnaître la présence de 1! acide indol-acétique
Nous nous contenterons donc de procéder à 1? élution par 1? acide
chlorhydrique M/TO et de la recueillir en fractions séparées de IO cc .
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A / ETUDE QUANTITATIVE DE LA FIXATION ET DE Lt ELUTION DE
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L' ACIDE INDOL®ACETIQUE «
Maintenant que nous avons caractérisé 1! acide indol-acétique, il reste à Ze doser , Souvent déjà,au cours dos essais faits pour le reconnaître, nous avions ajouté de 1! acide indol-acétique à 1! urine, et en faisant la différence des densités optiques des deux élutions de. l'urine pure et de 1! urine additionnée d'agide . indol=acétique,nous &= vons constaté que cette différence ne correspondait pas à la quantité de 1! acide indol=acétique qu'on avait ajouté maïs était beaucoup plus faible, si L'on utilise 1! étalonnage de l'acide indoleaaétique pur « Aussi nous avons d'abord étudié quantitativement le cas de 11 a= cide indol-acétique pur et recherché si dans 1* élution,nous rotrouions
tout ou seulement une partie de 1!. acide indoleacétique fixé sur La ré
sine +
SM
1° / ACIDE indol=acétique on solution pure .
a ) Nous avons fait passer 70 cc dt une solution 1f/5000 d' acide indol=acétique sur I gramme de résine Déacidite :
Après Le passage sur la résino, la solution ne donnait aucune coloration avec Le réactif CLH + cL°Fe e Tout 1? acide indol-acétique avait donc été rotenu par la Déacidite .
Liélution a été faite par C1H M/I0 , Les deux premières frac= tions de IO ce ne donnent pas de coloration avec Le réactif .
Les trois portions suivantes donnent des colorations roses dont les densités optiques additionnées foment le total de 2,625 à 510 Th 3 ce qui reviendrait à avoir une élution réduite à IO ce ayant une densité optique de 2,625 .
On sait que D = 0,280 pour une concentration de M/I0,000 en acide indol=acétique &
2,625 correspond alors à unc concentration de :
VPN MEN re 2,625 10,000 AIME PTS PATES
Les I0 ce a! élution contiennent donc ?
M 2,625 To | 2 eee en ee de ra Pefontnle, een je 640 ff .
Tan DieBce 2 T0 d x
Les 70 ce äf acide indoleacétique contiennent 2,45 mgrs qui ont été complètement fixéssur la Déacidite .
IL en manque donc 2,46 = I,64 = O, 8I mer «
Cette quantité représente Le 1/3 de co qui a été passé sur la colonne «
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En prolc:ngeant 1f élution par 1? acide chlorhydrique M/I0, nous nf avons plus obtenu de réaction colorée positive «
b) Un autre essai fait avec 100 ce d°' acide indol-acétique M/5000 a mené au même résultat , La solution écoulée ne donnait aucunc colo= ration, prouvaris ainsi que tout 1* acide indol-acétique était fixé . L'élution 6% faite par HC1 W/T0 et fractionnée en IO ce ,; La réac= tion colorée & été faite sur chaque fraction et & tubes seulement ont donné une de positive , La densité optique ‘totale était de 3:490, ce qui revient à ævoir recueilli IO ce d' une solution d' Cie de indol-acétique ayant une densité cptique de 3,49 ,
D = 0,280 pour me concentration de W/I0,000
LA 29 LOI METS
104090 0 eÙ 2000 :
Les I00 cc d' acide indoï-acétique M/5006 contenaiert 3,5 ners qui avaient été complètement fixés ,
PEN TE IL manque donc à la sortie ? 3,5 = 2,1I8T = 1,32 ner , CC- qui co:ress pond à peu près au 1/5 de ce qui a été utilisé »
IL apparait donc déñà que la seule filtration sur Déacidite en traîne une diminution de 1° intensité de Ja réaction
2? / Acide indolracétique ajouté à 1? urine humaine .
te Lee den + Hdi Rae a
. Au Lieu de faire aussitôs le dosage sur l1f urine pure,et de
tenir compte dans le caleul,de cette perte du 7/8 de 1! acide indol=
fu
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acétique, nous avons essayé de retrouver dans lt urine une quantité d? æide indolracétique ajouté à cellemci &
Pour cela, nous faisons passer sur deux colcnnos de résine et dans 108 mêmes conditions,de 1? urino pure et de 1° urine à laquelle nous ajoutons une quant'té connue df acide indol-acétique Fa
L'élution était fractionnéc pur TO ce sur lesquels nous faisons la réaction colorée avec CLH + c2.Fe eb nous calculons la densité opti= que totale en rapportant Le volume d’ élution à I0cc,
e ) Un essai a été fait avec TOO cc df urine À laquelle était a » joutés 1,75 ngr df acide indol“acétique ;
Les I00 ce d' urine pure ont Gonné après 1° élution une densi= té optique noyenne de O,415 pour %es 50 ce df élution, ce qui COTTCSæ pond à D=2,065 pour IO cc .
Les IOC ce df -urine auxqueis étaient ajontés 1,75 mgr ont donné une densité moyenne de 0,470 3 donc D # 2,350 pour IO cc »
Les IO cc ayant une densité de 2,065 cont'onnent s
af r> + PU EE +} Ar Sr.
Len sper 43 O9 » LL 29 mer »
"10:000 Y mm he mu X Re De OTÉ TEL n ÿ > 0:000 0,28 +000
Les TO cc ayant une D = 2,350 contiennent 2:
RE EN deb D
mme 1,46 mer 10,000 MECS T600 3 SH
La différence est donc de I,46 « 1,29 = 0,17 mers CONTES = pondant au I/I0 de la quantité qu'on avait ajoutée , b ) Un autre essai portait sur une urine dont nous avons fait passer 70 cc di urine seule et 70 cc où nous avions ajouté I,22 ngr dfacide
‘ indol=acétique, ce qui aurait amené les 70 cc à la concentration de
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M/I0.000 si elio nf avait pas contenu d'acide indol-acétique . Les chromatographics et les élutions ont été faites identiquement pour les deux urines er les densités optiques totales ont été de 0,870 pour 15 urinc seule ct L,50 pour lf urine additionnée d? æ& ide indol=acé=
tique, ce qui nous donne pour quantités à
M x 0:87 x 7 TO = 0,54 mer dans 1° urine seule 10,000 | 0,2 TOOC et M 2: ,80 TO | RL PEER SENTE, Lo NE End FR tn SRE 93 : ur 15 urine addim 10,000 "0,28 * O0 SRE Cu ERRUS tionnée d'acide indol “ acétique &
La différence est 16 0, » 0,64 = 0,40 ner o Cette quantité de 0,20 mer est le I/3 de ce qui avait été ajouté + : c ) Un troisième ossai fut fait avec 75 ce d' urine . Ià, nous avons ajouté 3,5 mprs &° acide indoïsacé tique à Les densités optiques étaient de I,O0T5 poux 1f urine seule et de 2,435 pour L? autre , La différence des dens ités est de 2,435 « T,OI5 = T.420
Comme D = 0,28 pour une concentration M/10.000
I,42 correspond à M I,42 LOU O, 887 mer qui est
D Fm no ee 2 DE ns Dr = HUOO0 1 d20 7 MODE
13 quantité retrouvée sur les 3,5 mgrs ajoutés, ce qui fait moins du Z/. 8
d ) Dans on quatrième essai fait sur 50 ce urino à laquelle nous avions ajouté 2 mgrs d? & ide indoi-acétique 3 nous avons obtenu
leg densités optiques de 0,705 et I,75 «
La différence I,75 æ 0,705 = T,045 correspond à une quarti té de
ne h ;: $
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de la quantité ajoutée , c ) Mais d' autres essais faits avec I00 cc d' urine donnèrent des résultats très différents , Les différonces des densités optiques furont 1,780-1,246=0,535 qui correspond à une quantité de 0,554 ngr au lieu des 2 ngrs ajoutés . Une ætro fois nous avons trouvé des densités optiques de 1,580 pour 1! urine pure et 2,500 pour 1! urine additionnée d! æide indol= acétique . La différence 0,770 correspondait à une quantité de 0,480 ngrs ce qui ne fait que le 1/4 des 2 ngrs ajoutés . IL stavère donc qu'à 1! atténuation de la réaction due à la filtration sur Déacidite stajoute celle propre à 1! urine constatée
Page she
Nous avons consigné dans le Tableau suivant Les résultats de
ces dernicrs essais +
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TABLEAU XIII ., Le rapport de la quantité di acide indol-acétique | retrouvée sur la quantité ajoutée varie beaucoup de I/I0 à 1/3 ,
Les meilleurs résultats sont obtenus par chromatographie de faïbles volumes df urine . La quantité d! acide indol=acétique ajoutée ne
semble pas intervenir dans la variation des résultats ,
B / RECHERCHE D'UNE QUANTITE INCONNUE D'ACIDE INDOL=ACETIQUE AJOUTÉE
Ltinconstance des déficits constatés nous interdit d' utiliser un étalonnage fixe , (Corme il est classique dans co cas, nous a&vons employé la méthode de 1! étalon interne où l'on admet que la différence des densités optiques correspond à La quantité dt acide
indolacétique ajoutée ,
Prenons le cas du 4° ossai(page 96) où Los densités optiques des élutions avec et sans acide indol=acétique étaient de 1,750 ct 0,705 « La différence de I,045 correspond donc à 2 mers dr acide , La densité optique de 1! Rs 1! urine pure s 0,705
correspond à 2 x 0,705
Ti = lisdmæ Is 34 représente non pas la quantité df acide indol-acétique recueilli dans 1! élution, mais la quantité dt acide présent dans 50 cc df urine . Pour éprouver cette technique,nous avons essayé de déterminer une quantité dt acide indol-acétique ajoutée à 1! urine et inconnue. de 1! expérimentateur ‘ 4 Pour cela, nous ne procédé ainsi : Sur quatre colonnes difes férentes , nous avons fait passer : | I° / 75 oc dt urine pure
2° / 75 cc df urine additionnée de I,5 mgrs d' acide indol= acétique .
3° / 75 cc dt urine + x mers d' acide
4° / 75 cc at urine + x mers + 1,5 ner dt æide indol » acétique,
Les élutions de ces chromatographies ont donné les densités tie ques respoctives de 0,862 m I, O80e= 0,49%e T,206 | La différence des deux premières 1,080=0, 362 = 0,718 0,718 correspond à 1,5 mer d' acide indol-acétique ajouté ,
Donc 75 cc di urine pure contiennent 1,5 x 0,362
a F + Fa
La différence entre les deux dernières 1,206 = 0,494 =0,712(##0,7I8)
VAE : Hors arr ue
Raus ai 4 tte . De
correspond aussi à I,5mgr d’ acide ,
Donc 0,494 correspond à O,494 x [1,5
La différence 1,04 pr 0475 ne ner o5Ÿ la quantité x surajoutée à 75 ec df urine , La véritable quantité qu'il fallait trouver était de 0,30 mer .« Nous avons donc un ‘très bon résultat ,
! Nous avons Trapporté los résultats donnés par cot essai, dans Le Tableau XIV qui nous montrent clairenent que pour la même surcharge de 1,5 ngr qe acide indol-acétique, nous avons La même différence de densités
optiques s: 0,718 ou 0,712
æTABLEAU XIV
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Un autre essai fait avec I00 cc dt urine donna un moins bon résule
tat , Nous avions ajouté 2 mgr ct 4 mgrs à I00 ce af urine ,
ENS ES EM etur |
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Les densités optiques furent :
1,567 pour li urine pure 2,115 pour L° urine ayant une surcharge de 2 mers
25895 pour li urine ayant une surcharge de 4 mers
Les différences sont de 0,748 et 0,780 , Elles diffèrent de 0,032 au Lieu d' étre égales, puisque dans les doux cas, elles correspondent à une mêne différence de 2 mers df acide indolh=acétique . Toutefois, dans les conditions de 1 expérience, unc différence de 0,032 reste encore
un résultat satiafaisgant ,; On retrouve ainsi 1,77 mers sur 2 mers ajoutés ,
Nous verrons qu'à des augmentations d°f acide indol“acétique dans Lt. urinc, correspondent des augmentations sensiblement proportionnelles des densités optiques de 1° éluvion "Par contre, si nous faisons chan ger Le volume de 1? vrinc chromatographiée, nous nous apercevons que cette concordance n? existe plus «
En effet,d' une même urinc,sur quatre colonnes différentes,nous faisons passer,d! unc part 50 et I00 cc d° urine pure et df autre part 50 à IO00 cc d‘ urine à laquelle nous avons ajouté 2 METS o L'élution des 50 cc d' urine pure a donné une densité optique de I,084 « L'élution des 50 ec surchargés de 2 mers d° acide indol=acétique a donné unc den sité de 2,128 , à
La différence est donc de 2,128 - I,034 = I,094 représentant 2 mgrs df acide indol-acétique «
L'élution des I00 cc d'urine pure a donné une densité optique de
2,070 qui se trouve être justement Le double de celle donnée par les 50 ce d' urine pure 4 Lt élution des I00 ce surchargés de 2 mgrs a donné une densité optique de 2,660 , La différence se ‘trouve donc être de 29660 = 2,070 = 0,590
Pour une même surcharge de 2 mgrs, nous avons donc 2 densités optiques au lieu dt une seule , Les quantätés d! acide indol=acétique cal= culées pour I00 ce se trouvent donc de 3,78 mgrs pour Le cas où étaient.
passés 650 cc ct 7,02 pour le deuxième cas
HS CUS SELON,
On pourrait croire qu'il serait difficile d! établir une technique pouvant déterminer la quantité df acide indoleacétique dans 11 vrine,puisque nous ne retrouvons pas des quantités identiques, quand nous en ajoutons . Cependant,on remarque que cette inconstance ne se produit que quand on fait varier la quantité d' urine chronatographi ée.
Au contraire,nous avons pu déterriner d! une manière très pré= cise (0,29 au lieu de 0,30) des quantités ajoutées dt acide indol=acé…
tique e k
IL nous faut séparer deux séries df essais =: I ) ceux où la quantité d' urine chromatographiée était de I00 ce
212) ceux où l'on chromatographiait une quantité inférieure :
70 et même 50 ec e«
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I ) Dans la première sério d' éssais, bien que la surcharge ait tou = jours été de 2 mgrs , nous trouvons, entre les élutions des chromatopra= phies df urine et de celle surchargée d' acide indol=acétique, des diffé renccs qui variont très grandement au licu d' être fixes . Les valeurs des différences des densités varient de 0,390 à 1,045 qui sont Les va ,Jeurs extrêmes , La majorité des cas oscillent entre 550 et 950 qui sont
encore des variations très grandes ,
2 ) Au contrairc,dans la deuxième série d' essais faits avec 75 et 50 cc dfurine et une surcharge de 2 mers,nous nous trouvons avec des différences de densités que nous pouvons qualifier de rigoureusement constantes « En effet, les deux valeurs extrêmes sont de I.044 et I,094 avec une Var leur moyenne de I,050 ,; Si on se rappelle que 1? élution est répartie en & ou 5 fractions de TO ce et que la mesure des densités optiques est exac=. te avec une approximation de 0,005 en plus ou en moins pour chaque frac= | tion, nous pouvons dire que les chiffres sont identiques dans tous les CES + À :
De plus au cours dun essai fait avec 75 cc dt urine où la surch«:: ge nf était que de en mous avons obtenu une différence de densité optique de 0,680 «
Si 1,050 correspond à 2 mgr, corme on 1! a vu dans les cas précédents
0, 630 correspond à LS 2 I,20 mer ,
au lieu de I,225 ce qui cest un très bon résultat .
On pourra donc faire varier les quantités d? urine et trouver Les
mêmes résultats, à condition d' opérer avec des quantités de 50 ce à 75 cc df urine, la surchæ ge nf est pas assez importante pour la quantité d? acide indol=acé tique dèjà présent, ou que La proportion des inhibiteurs déjà pressentis devient ‘trop important ,
Il convient donc de st en tenir à une quantiÿé d' urine de 50 à 75 cc au naxinum,avoc une surcharge de 2 mgrs . On pourrait dire une fois pour toutes,quiune densité optique de I,050 représente une quantité de 2 mgrs dt acide indol=-acétique, mais il y a avantage à recommencer chaque fois 1? expérience en ajoutant L' acide pour étre dans les mêmes conditions de | pH de 1! urine, de vitesse d' écoulement et surtout d' alcalinité de la résine qui peut varier avec Les différents Lots et avec Le temps ,
La ‘technique que nous emploierons désormais dans tous les essais sera la suivante + sur 2 colonnes de I gramme de Déacidite, faire passer à dt une part 50 ce df urine pure ,
d'autre part, 50 co d' urine additionnée de 2 mgrs d? acide indol-acé tique.
Procéder à 1* élution par HC1 M/I0 ,
Recwillir 1télution ce fraction de IO cc
Faire sur chaque fraction la réaction colorée avec C1LH + GE .
Mesurer au spectropitonètre de Beckman de 450 my à 550 rip et notamment à 5I0 my les densités optiques de toutes 1es fractions donnant une coloration rose en mettant dans la cuve-témoin la phase butanolique df une réaction au perchlorure faite avec 2 ce df eau distilléc 4 Fe
Additionner les densités optiques entre elles et faire La diffô
rence des deux totaux fournis par L! urinc pure ct 1! urine surchargée d'
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Sachant que cette däfféronce se rapporte à 2 ners d' acide, Le äens:
‘acétique présente dans 50 cc d! urine .
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= ETUDE DU METABOLISME URINAIRE DE LItACIDE INDOLSACRTIQUE CHEZ =
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I° : / Chez 1! Homme ,
En utilisant cotte technique pour le dosage de 1! acide Andol=acé= tique, nous avons déterminé les quantites éliminées par l'homme en 24 heures , Pour comparer facilement les résultats,nous avons réuni dans un même tableau les quantités dt urine émises par 24 heures , les quan tités d' acide Andol=acétique 6liminées pendant le même temps et Les mê=
nes quantités dt acide indol=acétique remonées à I000 cc
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* # Quantités df urine ‘%+ Quantités d! acide indol-acétique
émises par 24 houres # par 24 heures # pour IO00 ce . " x | $ ‘ QG eo nn mue gene 2 2e os 8 De 0e me me ou me pe a Ge me mu on one 0 eu 6 1e Et 2 one ou m0 0 mt en y ce us où an me qe ou on ou mo mm ue on do 0 00 10/9 4 1660 cc 3 20,99 ngrs Ê I2, 6 mers “ ! : | 1 : S $ if ! IOIS5 ‘# 2Is 75 ‘ 2Iy 4 k 4 I060 ‘1 39974 ‘4 37954 4 4 - ‘ | % 2 ‘ L IIS0 L 333 L2 ‘s 28, 8 ‘ D ‘ 4 ‘e .
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TABLEAU XV .« Elimination urinaire de 1! acide indol-acétique par
24 heures chez, 1! Homme 4
Lt elimination quotidienne de 1! æide indol-acétique semblo être assez. constante . Ses valcours ne varient que de I8 mgrs à 59 mgrs,qui sont les valeurs extrêmes .« Mais la majorité des chiffres est comprise dans la région de I8 à 26 ngrs «
Nous avons aussi dosé 1! acido indol-acétique sur chaque émission
dt urine pendant 24 heures, pour reconnaître si 1? élimination était
k A A Qu
H RS
He 30 et I8 heures , Lt émission de II H+ 50 a donné une quantité de 15,162 mer pour 570 cc ÿ T4 He 30 J , Ë d 2,91 1°: VS60N0E
La disproportion entre le premier résultat et les doux attres, malgré
des volunos égaux , s°
explique par 1e fait que ces 570 ce représenvent toute 1? urine de ja nuit ,qui n'avait pas 6té recucillie depuis la voit le , Ceci explique sa forte concentration , Les 2 chiffres plus faibles représentent une quantité d? acide indolracétique é1imiré pendant une courte péricde de 7 reures,alors que es 15,16 mgrs ont êté éliminés pendanb 17 heures , Cela montre bien que L® éllination de Lf #cide
est continue et que ces résultats quoique diffcrents sont très normaux,
b ) Dans un autre essai, où les urines ont été recueillies en 3 fois”
à 9 heures, I6 H. et 2T H, ,nous avons trouvé los résultats de - 9,74 mer pour 290 cc émis à 9 Heures 6,05 mer pour 410 ce émis à 16 Heures
5,96 mer pour 3515 ce émis à 21 Heures ,
Ces résultats sont moins différents,mais les récoïtes di urine sont micux réparties dans la journée que pour 1° éssai précèdent . On note cependant,une quantité plus forte pour 1® urine de la nuit et 15 urine recueillie après le déjeuner à I6 houros ne contiont qu une quan
tité plus faïble malgré son volume éïcvé
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c ) Nous retrouvons les mêmes résultats dans un troisième ossai où
lfurine recucillie »#+
à 9 H, contenait I8,40 mgrs pour 260 cc A LS Hs 5 9,21 pour 360 ce ATH 3 6, I8 pour 260 cc Al el ile j 5,94 pour I80 ce
L'urine recueillie le matin se trouve plus concentrée que les autres? il en résulte que 1f élimination de 1' acide indol=acétique par le rein cest probablement continue »
DRAC DRez le Rat ;
En utilisant l2 même technique,nous avons essayé de déterminer 1t élimination urinaire do 1? acide indolacétique chez le rat
Pour cela,nous avons recweilli les urines Ge 4 rats réunis dans une mêrie cage. pour avoir un voiume suffisant di urine . Malhourcuse = ment les urines n° étaient pas très pures ct il cost diffäcile de tenir rigoureuscnent compte des chiffres trouvés :
0,892 mers dans 20 cc d' urine
FE, 68821 ? 20 cc À D'IAG 1 20 '6C R ete y 48 cc "
Les 3 promicrs résultats correspondent à 1! urine éliminée par 4 rats pendant 24 houres . Le 4° ost donné par la récolte des urines de 48 hou res des mêmes rats + On voit que Les chiffres varient assez peu ; Rapportées à un rat, 1es quantités deviennent 0,223 mgrs, 0,422 o=0,286
et 0,275 pour 24 heures ,
02" 4 LR
COMPARAISON ENTRE LE TEST AVENA ET LE TITRAGE A LA
= DEACIDITE —
Avant de terminer ce travail,nous avons cssayé d' étudicr parallellement Je test Avena qui fut la première méthode de déternination de 1!
acide indol=acétique, et la technique utilisant les échangeurs d' ions ,
Nous voulons ici remercier Monsieur le Professeur GAUTHERET et Ma — demoiselle KULESCHA qui exécutèrent pour nous les différents tests Ave na ct nous permirent cette étude +
Nous avons donc utilisé pour les deux tests la mêne urine . Pour Le test à la résine, nous avons utilisé la technique habituelle . Pour exécuter le tost Avena, il nous a fallu d' abord préparer un extrait éthèré de 1 urine ,
Nous avons enployé pour préparer cet extrait une technique déjà décrite page 88 .
Test Avena . Une réaction colorée faite sur 1' cxtrait éthèré
nous permet de connaître la concentration de celui-ci en acide indol -
acétique . En effct,les conditions optima du test Avena ciläigent à avoir
AL A A Et PA % :
À à LE L L
un extrait éthéré df une concentration en acide indol=acétique variant
7 et IO + Nous faisons donc la dilution nécéssaire et nous
entre 10” prélevons I ce de cet extrait dilué que nous versons au fond d' un pe= tit tube (genre tube à héfolyse) où sont disposés des cubes d' agar-agar de volume déterminé , Nous évaporons Lt éther on prenant soin de ne pas "trop chauffer pour ne pas fondre l'agar=agar + Après évaporation,les cubes df agar=agar sont alors imprégnés d' acide indol=acétique 4
Ces cubes sont découpés en fragments et disposés sur le côté des coléoptiles d? avoine préparés à 1! avance +
Préparation du coléoptile . Il faut d' abord respecter les con. ditions de température ( 22° = 25° ) d® mmäidité (929) dt éclairement (aucun en l'occurence puisquo le travail se fait en chambre noire )
Les graines sont mises à gemmer on chambre noire à 23 *, puis dis= posés sur des supports on verre pour la culture dans 1! cau k On les dés capite une heure avant 1° essai et une deuxième fois avant 1° application de La plaque d' agar=agar , 24 heures après, on photographäcles coléop= tiles et sur la photographie,on mesure 1° angle formé par la courbure du | coléoptilc 4 J
Des essais=témoins sont faits avec des solutions pures df acide in
dol=acétique dont los concentrations encadrent celles des solutions à ér
tudier e
Titrage de 1t acide indol-acétique . En portant en abscisses les
concentrations des solutions=témoins d' acide indol=acétique ct en or données l'angle donné par ces solutions,on obtient théoriquement une droi
te + Sur cette droite,on repère les points dont Les ordonnées correspon=
II0e
dent aux angles obtenus par les solutions à étudier qui donnent aubomati= quement en absisses Les concentrations en acide indolh=acétique des cubes dt agaræapgar , Cette concentration est celle de I ce de dilution qui a servi à imprégner 1! agar=agar . On peut en déterminer la teneur de 11 cx= trait éthéré ct par suite de 1! urine 4
Résultats « Nous avons donc pour la mênc urinc trois chiffres s: le pre —
mier donné par lo titrago par la résine, le second donné par la réaction
colorée sur 1° extrait 6éthèré ot le troisième par le test Avena ,
ne “TABLEAU XV: =
me me ot mme ot ot me ont me me gt ei me
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# Titrage par résine * Extrait éthèré 4 Test Avena ‘ DS 00 musee Ent mue QUE ut nt M A AA not 0e Des Qu on po ut pen 008 1 en 0 fe ous mn met 00 ut Qu DER on Guen mu 28 000 272 ent 8 0 060 0 10 man ms/Qfe cu mn men me 08 Qu Du au eu ns 2 Le dut me 0 ous 0 0 9
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10,79 mgr 0/00:
. 0e en va =
33,8 ners 0/00 T9,2 mgrs 0/00
‘ 29,0 ‘ 2I,8I ‘ Ds DOI LS TES
TABLEAU XVI . Comparaison des résultats trouvés par les différentes techniques de dosage de 1! æ ide ïindol-acétique dans L! urine Discussion « La comparaison de ces trois séries de résuitats nontre immédiatement que Le titrage avec la résine donne toujours les résultats les plus forts et le test Avena les plus faiblos ,en mottant à part co Lui où le test Avena fut nul et qui ne stexplique pas ,
Nous avons déjà parlé de 1! extrait éthèré à la page 39, ct nous
“II Te
pensons que Les chiffres donnés par celui-ci scraïient un pou faibles , Dans l'exécution du test Avona, on est obligé do diluer environ I000 fois 1! cxtrait 6thèré pour étre dans les conditions de l'expérieon= co « IL st ensuit qu'une très légère erreur pout étre très amplifiée , De plus pour avoir une très bonne ct complète répartition de 11 a cide indol=acétique dans L! agar=agar, il faudrait faire fondre 1! agar= agar ct y mélanger 1! acide indol»acétique, comme cela sc faisait dans la technique prinitive de Went . L® évaporation de la solution dans Le tube laisse déposor une légère pellicule que lon peut renarquer sur la paroi du tube , Cette pollicule représente une quantité de substance absente de la réaction, mais qui devrait y figurer 4 D'ailleurs op se rend encore compte du menque de précision de cet= . te méthode,puisque deux essais faits avec des portions différentes du même cube d'agar=agar ont donné les résultats assez différents de 8,83 - et II, Imgrs 0/00 . :
On a pensé encore que ,si on trouvait de si faibles quantités at acide indol=acétique par Le test Avena, ct était parce qu'on extrayait en même temps des substances inhibitrices de 1! acide indol=acétique Nous awons espéré que dans 1* élution de la chromatographie sur résine, les substances inhibitrices, si elles existaient, ne sf élue = raient peut-être pas en même temps que 1? acide indol=acétique , Un Test Avena fut donc fait sur chaque fraction de IO cc de 1! élution , En mêm=
ne +tenps un dosage colorimètrique fut fait sur chagme fraction ,
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Les résultats fournis sont les suivants :
Colorimètric + 0,44 ner 0,40 0,28 0, I65 0, I02
Test Avena +: 0,02 0, OI2 0, 0I2 0,0I2 0,004 0,018
Fractions Ë L 2 <' 4 5
Les chiffres donnés per lo test Avona sont nettoncnt inféricurs à coux trouvés colorimètriquement, mais on ne voit à aucun momenb une aug = mentation très nette de 1! activité de la solution sur 1! avoino , IL est difficile dt adnottre que les substances inhibitrices pouvant exister, st éluoraient justement en même temps que 1! acide äAndol-acétique avec une aussi parfaite synchronisation . Au contraire la filtration sur Déacidi te st accompagne df unc chute marquée du test Avena ,
Nous allons encore voir deux cas particüliers que nous avons rencon = trés au cours de ce travail + Urine de sujet fièvreux et urine de femme
enceinte «
I° / Urine de sujet fièvroux .
Cette urine est très colorée . Nous avons fait un titrage à la résine ot un extrait éthèré sur lequel nous avons fait un titrage colori= mètrique et un test Avena , Les chiffres trouvés par les trois techniques sont Les suivants +
par la résine 3: 125,6 mers 0/00
par colorinétrie ! 41,06 mgrs 0/00 par test Avena : 22,81 ngrs 0/00
Nous les avons seulement mentionnés,parce que dans ce cas particulier,
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ils se sont montrés très élovés dans Los trois cas,tout en conservemt les proportions rospoctives déjà trouvées par los trois techniques dans les u= rines normales ,
2° / Urine de femme enceinte ,
Là encoro,nous avons fait trois sérics d? cssais . Il nous a été impose sible par Le titrage à la résine ct la réaction colorée sur 1! extrait é= thèré de caractériser et de doser 1? acide indol=acétique . En effet,les spectres des colorations obtenues sont de 1! aspect de la figure 28.qui est celui donné par 1? extrait éthèré , /
og Le 0,6 { de
FIGURE 28 < Spectre fourni
#,} par 1? extrait éthèré d'une ee . J 1 urine de femme enceïnte , !
Aucun maximun re se dé è Sue.
gage pometiant de reconnaf- 0.4 nn — {
tre L? acide indol-acétique 4 ASS 500 s$e À 07 mA Par contre lo test Avena donne Le chiffre de 4 mgrs 0/00 + Ce chiffre sc trouve beaucoup plus faible que ceux données par l'urine ordinaire dont Le plus bas est de 7 ngrs 0/00 . Cette potite quantité de substance active sur 1° avoine a pu passer inaperque dans les réactions : colorées,masquée par d° autres corps ; ou bien 1° activité serait peut-ê tre due à un autre corps que 1? acide indol-acétique ,possédant une cor=
taîne activité sur la croissance du coléoptile df avoinc, comme ct est Le
cas du scatol.par cxcmpie »
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CONCLUSION
La faiblesse des chiffres fournis par le tost Avena par rapport à ccux donnés colorimètriquement par 1! extrait éthèré st accorde mal avec
L' cxistence des auxines a ct b dans l' urine ,
Ces auxines possèderaient, d' après KUGL, des activités sur 1!
avoinc deux fois’ plus fortes que 1! acide indol=acétique , Si celles
existaient dans 1! urine, on devreït plutôt obtenir des valeurs plus
importantes par Le tost Avena que par Les méthodes chimiques
à cts)
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À la fin de 1! introduction,nous disions que les résultats des rechor=
ches sur 1f acide indol=acétique,dans le domaine animal eb même bactérien, étaient encore assez confus et nécessitaient une technique de dosage de " 1ltacide indol-acétique , C? est le but premier que nous nous étions proposés + À cet effot, nous avons commencé par étudier di une ranière approfondie dd 1? acide indol-acétique, qui auraient pu permettre son dosage . Nous avons étudié son spectre dans 1! ultra-violet , Ici, nous nous sommes heurtés malheureusement à d? autres corps possédant leur maximmm dt æbsorption dans la même région que lL' acide indol-acétique , Nous avons alors essayé Le test Avena , Là encore nous avons rencontré dt autres corps ayant leur activité propre sur le coléoptile df avoine ct risquant de troubler Les recherches en faussant les résultats . Nous a — vons alors fait appel aux réactions colorées avec Le nitrite de soude et S0,H, d® abord, ensuito avec C1H additionné de perchlorure de Fer . Cette dernière se montræ plus sensible et fut adoptée .« Par une étude serrée des différents facteurs intervenant dans la réaction, nous avons déterminé les conditions optima de concentration en perchlorure, de quantité de réactif mis en jeu ,de temps de chauffage et nous avons essa= yé une application directe de cette réaction sur 1f urine , Après un essai infructueux, une extraction préalable de 1? acide
indolacétique par 1! éther en milieu acide, fut essayée et réussit suf—
IT
fisarment pour nous permettre df obtenir une coloration nettement rose Ë donnant le spectre typique de L'acide indol=acétique ,; Un essai quantitan tif nous permit de retrouver les 3/4 dt une quantité d' acide indol-acé= tique ajouté dans 1? urine . Malgré ce bon résultat, cette technique a vait 1! inconvéniont dt avoir été déjà utilisée par KOGL pour extraire les auxines a et b de 1! urine , Elle nous empêchait donc dans Je test su le coléoptile di avine, d' avoir une séparation nette de 1f acide in= dol=acétique et des auxines a et b :
Ct est pour cette raison que nous avons abordé ce chapitre tout dif= férent relatif aux échangeurs di ions . Se basant sur des résultats obte= nus par des auteurs anglais, qui avaient pu séparer les différents amino acides provenant d' une hydrolyse de protéine en utilisant les propriétés des échangeurs df ions acides, nous avons voulu extraire de la même ANnLè = re les élèments acides de lfurine avec un échangeur df ïons basique, La Déacidite
Nous avons voulu,au préaleÿle, déterminer les quantités de diffé = rents acides que cette résine pouvait retenir , C1H sîest montré plus ro tenu que If æ ide indol-acétique, lui-même plus que 1! acide acétique, soit par simple agitation avec la résine, soit par chromatographie sur co= Zlonne , Dans ce dernier cas, l'adsorption de 1’ aide indol-acétique est apparue plus complexe que pour les doux autres acides et nous avons remar= qué, en outre , que si la soude déplaçait tous les acides en régénérant la résine, les solvants organiques courants comme 1! alcool, 1! éther,le chloroforne nf entrafnaiont pas 1! acide indol-acétique «
Toutefois L! æ ide chlorhydrique déplaçait 1® æ ide indol-acétique
et cette propriété nous permit de continuer nos recherches ,
EN
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Après chromatographie de 1! urine, C1LH était utilisé pour 1! élu tion que Lt on fractionnait en portions sur lesquelles La réaction colo= rée était faite , Certaines fractions donnèrent une coloration rose . Nous y avons reconnu 1! acide indol=acétique en étudiant lo comportement de celui-ci par ses chromatographics soit on solution pure, soit ajouté à lturine , Entre temps, la chronatographio ct 1! élütion du scatolet de 1 indol nontrèrent que cos corps ne gênaient pas dans cette recherche ,
En étudiant 1e rendenent quantitatif de cette technique, nous nous sommes aperçus de La nécessité d' employer un 6talon-interne et une quen= tité de 50 cc d' urine ,
Ayant pu ainsi développer 1! urine ct séparer 1f acide indol=acé= tique des corps qui enpêchaïcnt la réaction colorée, nous avons étudié Le métabolisme urinaire chez le Bat ct surtout chez 1! Homme . Chez ce der= nier, 1! excrétion urinaire est apparue constante dans les différents mo ments de la journée , mais assoz variable ( de II mer à 37 mgrs 0/00 ) | pour Le total des 24 heures , Les études de cas particuliers nontrèrent que si l'on trouvait beaucoup d' acide indol-acétique dans l'urine d' un sujet fièvreux (126 0/00 ) , par contre, 1! urine de ferme enceinte en semblait dépourvue ,
Dans le dernicr chapitro,nous avons voulu étudior parallèllemont le test Avena, le titragc colorimétrique à partir de 1f extrait éthèré,et Le titrage à La résine . IL est encore trop tôt pour choïsir entre le titra= ge à La résine et Le Mir colonétrique sur L!' extrait éthèré , Les chiffres donnés par Le premier sont peut-être un pou forts, mais dans nos conditions de travail ceux fournis par Le titrage dt extrait éthèré sont
au contraire un peu faibles, IL scrait donc plus juste de croire que Le
ntTeS
chiffre réel df acide indol-acétique est intermédiaire entre les résultats fournis par ces deux méthodes ,
Toutofois,il roste que, dans tous A cas,lc Test Avena stest montré beaucoup plus faïble quo les deux autres méthodes chimiques df St .
Malgré les pertes possibles au cours de 1! expérience, il est main=
tonant difficile dt admettre dans 1! urine La présence des auxines a et b ; Puisque ces corps possèdent une activité double de 1! acide indol= acétique sur le coléoptile df avoine et qu'on pout les extraire par 1f éthér en milieu acide , les résultats fournis par le test Avena devraient être supéricurs à ceux donnés par les autres méthodes . Ces quelques
résultats n'ont pas la prétention de trancher le problême mais consti »
tuent une indigation en attendant de nouvelles recherches ,
Vu , Pæis ; Le 5.6,51
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